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In t r o d u c c ió n
Introducción 1
REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN MECÁNICA DE AURÍCULAS AISLADAS DE 
RATA POR FIBRAS SENSIBLES A CAPSAICINA
INTRODUCCIÓN
1- Historia
Durante miles de años, las especias han sido utilizadas para condimentar 
carnes, vegetales y cereales. Dentro de estas especias, los frutos de las plantas 
del género Capsicum (indistintamente llamados ají, chillie o pimiento), tienen el 
uso más antiguo y globalizado en las cocinas del mundo debido a sus importantes 
atributos sensitivos como color, pungencia y aroma.
Piezas arqueológicos halladas en México indican que sus habitantes 
comían chillies desde épocas prehistóricas (7000 AC). Fue una de las primeras 
plantas cultivadas para uso doméstico en América y en distintos lugares del Perú 
se recolectaban diferentes especies del género Capsicum (1). En la alfarería de la 
cultura Nazca, al sur del Perú, se han encontrado dibujos del fruto del capsicum. 
El pimiento constituía un elemento básico en la alimentación de los aborígenes 
americanos y sus usos culinarios eran diferentes en función de las variedades, 
algunas de las cuales eran de uso exclusivo de las clases altas (2). El capsicum 
está asociado históricamente con el descubrimiento del Nuevo Mundo. En la 
correspondencia enviada por Colón a los Reyes Católicos de España durante su 
primer viaje a América, ya se mencionaba la costumbre de sus habitantes de 
ingerir comidas condimentadas con especias muy picantes. Diego Alvarez
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Chanca, el médico sevillano que acompañó a Colón en su segundo viaje, fue 
quien realizó el primer informe detallado de la especia picante llamada “Agi”, y 
observó además de sus usos culinarios, los medicinales, que abarcaban el 
tratamiento de una serie de males, desde las picaduras y el dolor, hasta la 
constipación. Más tarde, viajeros a distintos países de Hispano América 
confirmaron aplicaciones similares. Además del empleo culinario y medicinal, los 
indios habitantes del Caribe utilizaron el humo irritante, proveniente de la quema 
de los frutos del ají, como arma contra los invasores españoles, un uso 
actualizado, ya que hoy se incluye como componente irritante en los aerosoles de 
defensa personal. El Capsicum fue introducido en España por el mismo Chanca, 
desde allí fue extendiéndose rápidamente por el resto de Europa y hacia 1498, a 
través de viajeros portugueses llegó a la India (3). Hasta ese momento, en el Viejo 
Mundo la única especia con sabor picante utilizada para condimentar las comidas 
era la “pimienta negra” (Piper nigrum de la familia Piperaceae). Durante 
centenares de años, mercaderes venecianos y árabes ejercieron el monopolio del 
comercio de la pimienta, lo cual generó un precio exorbitante de la misma y que 
solo pudiera ser consumida por gente adinerada. Así, el capsicum fue muy bien 
recibido en Europa para sustituir a la pimienta negra y debido a las similitudes de 
sabor entre ambas, se le dio al Capsicum el nombre de “pimiento”.
Recientemente se ha descubierto que el pimiento posee una importante 
actividad antibacteriana (4) lo cual podría explicar que, en países de clima tropical 
donde es muy factible la contaminación de la comida, sean muy comunes los 
platos que incluyen chillies.
Hoy en día, aproximadamente un cuarto de la población mundial utiliza 
Capsicum diariamente y el consumo ocurre tanto en países desarrollados como 
subdesarrollados. Además, en el comercio de las especias ocupa el segundo
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lugar, detrás de la pimienta, considerando tanto el volumen como los valores 
comercializados (3).
2- Botánica
El pimiento es una planta cuyo origen botánico cabe centrarlo en América 
del Sur, concretamente en el área de Perú-Bolivia, desde donde se expandió al 
resto de América Central y Meridional. El género Capsicum perteneciente a la 
familia de las Solanáceas fue descripto por Tournefort en 1719 y adoptado por 
Linneo en 1753 e incluye diferentes especies. Si bien el género es homogéneo, 
no existe concordancia en lo que concierne a las especies debido a una 
variabilidad genética apreciable, lo cual hace que sea una planta con una 
complicada botánica taxonómica (2). Existen referencias de la presencia del 
género en la zona del noroeste de nuestro país describiéndose incluso especies 
autóctonas (Capsicum chacoense A .T. Hunziker).
El término Capsicum podría provenir del latín “capsicus” que significa “de 
forma capsular", haciendo referencia a la forma del fruto o del griego “kapso” que 
significa “picar”. Existen muchas confusiones con el término “pimiento”; así “chilli” 
era el nombre utilizado en México cuando llegaron los españoles y es el que 
permanece hoy en día, no sólo en México sino en toda América del Norte; en Sud 
América e India se lo sigue denominando con su nombre más antiguo “ají”; 
“pimiento rojo” es como se lo conoce en la mayoría de los países de habla 
inglesa; el término “paprika” es utilizado en Hungría derivado de peperke que 
significa pimiento en eslavo y “pepperoni” es el nombre actual de la mayoría de 
las variedades picantes que se comen en Italia. Todas estas denominaciones se 
refieren a especies del género Capsicum, algunas de las cuales se caracterizan
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por su sabor picante, otras por su sabor más dulce, otras por su aroma y otras 
por su color. Existen de 1600 a 1700 especies de capsicum en el mundo, pero 
solo alrededor de 200 están disponibles para el comercio (3).
Los pimientos poseen un alto contenido de vitamina A  y aún más de 
vitamina C. En 1937 Albert Szent-Gyogyi, un investigador húngaro obtuvo el 
Premio Nobel en Medicina y Fisiología por la deducción de la fórmula de la 
vitamina C aislada del pimiento (5).
El principio responsable del carácter pungente e irritante se denomina 
capsaicina, se halla presente en distintas proporciones en las especies de 
capsicum y se encuentra en las capas externas de las placentas, o sea en los 
tejidos que sostienen a las semillas.
Figura 1: Especie Capsicum frutences, del género Capsicum, con alto contenido de 
capsaicina.
3- Estructura química de la capsaicina
A  pesar de que las propiedades biológicas del Capsicum eran conocidas y 
utilizadas durante cientos de años, recién en la primera parte del siglo XIX
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comenzaron los estudios sobre la estructura química de sus principios activos. 
Bucholz fue el primero que demostró que los componentes pungentes eran 
extraíbles con solventes orgánicos, Thresh los aisló por cristalización y propuso el 
nombre de capsaicina para los mismos (6) y Nelson, identificó los productos de 
hidrólisis y dilucidó la estructura molecular como la trans-8-metil-N-vainillil-6- 
noneamida (7-9).
La estructura básica de la capsaicina es un amida, con un anillo hidrofílico 
en un extremo y una cadena hidrocarbonada lipofílica en el otro extremo (región 







Figura 2: Estructura química de la capsaicina (I) y del análogo denominado “capsaicina 
sintética” (II).
Un análogo de la molécula de la capsaicina natural obtenida por síntesis 
química es la N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)-metil]nonanamida), que difiere en la 
ausencia del doble enlace y del grupo metilo de la cadena hidrocarbonada (Fig 2,
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II). Este compuesto es habitualmente denominado “capsaicina sintética” y se ha
demostrado que en células cultivadas de los ganglios espinales aumenta el influjo
de calcio en forma similar a la capsaicina natural, siendo éste un ensayo “in vitro”
que posee validez para estimar la actividad analgésica de estos compuestos (10).
La oleorresina de los frutos del Capsicum, obtenida por percolación con 
solventes volátiles adecuados, es un líquido denso de color rojo oscuro y 
sumamente irritante que contiene todos los principios activos; tan solo en la 
fracción volátil de la resina existen por lo menos 100 compuestos químicos 
diferentes. De la oleorresina han sido aislados un grupo de compuestos con 
estructuras químicas semejantes en cantidades del orden de 0.003 a 1.5% 
denominados “capsaicinoides” o “compuestos vainíllicos”; de éstos, la sustancia 
predominante es la capsaicina y el resto corresponde a una serie de estructuras 
homologas presentes en concentraciones mucho menores (1).
La cromatografía gaseosa asociada a la espectrometría de masa ha 
revelado la presencia de cuatro capsaicinoides importantes además de la 
capsaicina: dihidrocapsaicina, homodihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina y 




Figura 3: Estructura química de los capsaicinoides.
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4- Efectos biológicos de la capsaicina 
4-1 En el sistema nervioso
Como se citó en la reseña histórica desde la época precolombina se 
conocía que los frutos que contienen la capsaicina producían irritación de la piel y 
mucosas; sin embargo, recién hacia fines de 1940 Nicholas Jancsó, un 
farmacólogo húngaro, aparentemente preocupado por el uso de la paprika en las 
comidas para los niños, comenzó una amplia caracterización de los efectos 
farmacológicos de la capsaicina y sus análogos sobre algunos procesos 
sensitivos en los mamíferos. Sus estudios demostraron que la mayoría de los 
efectos biológicos de la capsaicina se debían a una intensa excitación inicial de 
neuronas sensitivas seguido por un prolongado período de insensibilidad de las 
mismas a estímulos fisicoquímicos, incluyendo los estímulos naturales de las 
terminales nerviosas sensitivas.
La capsaicina actúa específicamente en fibras nerviosas sensitivas 
aferentes de pequeño diámetro, tipo C no mielinizadas y A5 mielinizadas, 
produciendo la liberación de diferentes neurotransmisores como sustancia P (SP), 
péptido del gen relacionado con calcitonina (C G R P ), neuroquininas y 
somastostatina, tanto de las terminales periféricas como de las centrales (12). 
Recientemente, ha sido descripto que en la rata, la capsaicina también induce la 
liberación de endotelina de dichas terminales nerviosas sensitivas (13). Estas 
fibras forman parte de la vía aferente de la sensibilidad dolorosa (nocicepción). 
Debido a la gran especificidad de la capsaicina sobre esta subpoblación de fibras
sensitivas es comúnmente usado el término “fibras sensibles a la capsaicina” para
hacer referencia a las mismas.
La acción de la capsaicina y sus análogos produce diferentes grados de 
alteración de la función en las neuronas sensibles a los mismos. La respuesta 
inmediata producida por la excitación de la fibra sensitiva es la liberación de 
neurotransmisores (neuroquininas, SP, CG RP, somastotatina) desde sus 
terminales nerviosas aferentes. Luego de esta respuesta aguda, la capsaicina 
bloquea la respuesta de estas fibras sensitivas a los estímulos naturales, efectos 
acompañados de cambios ultraestructurales en el nervio de tipo total o 
parcialmente reversibles. La acción más pronunciada es un efecto neurotóxico 
degenerativo con destrucción de las neuronas sensitivas primarias involucradas 
en la nocicepción cuando la capsaicina se administra en ratas neonatas. En este 
caso la destrucción celular es irreversible (14).
La selectividad de capsaicina sobre las neuronas sensitivas de la vía del 
dolor se sostiene en el hecho de que dosis que liberan SP de las mismas no 
afectan las raíces ventrales de la médula espinal ni otro tipo de neuronas del 
sistema nervioso central y periférico (15).
Diferentes estudios han demostrado que los efectos de la capsaicina sobre 
las fibras sensitivas nociceptivas dependen de la dosis, de la vía de 
administración y de la especie y edad del animal. Han sido estudiadas diferentes 
concentraciones en dosis únicas (2,5 a 125 mg/Kg) y en dosis acumulativas (266 
a 950 mg/Kg) de capsaicina que fueron administradas por distintas vías 
sistémicas (subcutánea, intraperitoneal e intravenosa); los resultados obtenidos 
verifican la liberación de SP, aunque en diversas proporciones y en diferentes 
zonas del sistema nervioso, así como la selectividad de la capsaicina sobre las 
fibras sensitivas de tipo C. La administración intratecal de capsaicina (30 pg) en
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Introducción g
ratas adultas, vía que restringe su acción a la médula espinal, produjo una 
depleción del 55% de la sustancia P localizada en las terminales primarias 
aferentes sensitivas y el desarrollo de una prolongada analgesia térmica producto 
de dicha depleción (16). La depleción de SP y la depresión de la nocicepción es 
más duradera en cobayos que en ratas adultas. Coincidentemente, la disminución 
de la sensibilidad al calor inducida por capsaicina es más marcada en cobayos 
que en ratas y ratones, ya sea tratados como neonatos o como adultos. Esta 
diferencia entre especies podría deberse a una distinta densidad de la inervación 
aferente primaria (15).
El tratamiento con capsaicina (50 mg/Kg subcutánea) en ratas recién 
nacidas (2 días) produce una pérdida completa e irreversible de la función de las 
neuronas primarias sensitivas sensibles a la droga, mientras que en ratas adultas, 
el mismo tratamiento, produce la pérdida transitoria de la funcionalidad que no se 
acompaña de degeneración neuronal (17). El efecto en las ratas neonatas podría 
deberse a que las acciones de ciertos factores de crecimiento neuronales serían 
afectadas secundariamente por el tratamiento con la capsaicina (15).
La aplicación local de capsaicina sobre los nervios ciático y safeno de rata 
disminuye la percepción del dolor en el territorio inervado por los mismos por un 
tiempo prolongado (18). También aplicada sobre el nervio ciático de rata, cobayo, 
conejo y gato inhibe el transporte axoplásmico de SP y somatostatina (19). El 
efecto local sobre las fibras C sensitivas que responden al calor es el bloqueo de 
la transmisión nerviosa ya que cuando se aplica calor radiante sobre la piel o se 
estimula eléctricamente la fibra, la frecuencia de los potenciales de acción 
disminuye en un 75 %  (20). La capsaicina aplicada a células de cultivo del ganglio 
trigémino evoca una combinación de potenciales de acción lentos y/o rápidos; 
células menos sensibles respondieron con despolarizaciones lentas y pequeñas
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incluso a las concentraciones más altas de capsaicina. El mismo patrón de 
respuestas se obtuvo en cultivos de células del ganglio de la raíz dorsal de rata 
(21).
Dentro de las diversas acciones farmacológicas de la capsaicina sobre el 
sistema nervioso central se hallan sus efectos sobre la termorregulación en 
mamíferos. Los primeros estudios realizados, demostraron que la administración 
sistèmica de capsaicina produce efectos hipotérmicos semejantes a los 
producidos por histamina. Las respuestas hipotérmicas producidas por el 
tratamiento agudo de capsaicina fueron atribuidas a la estimulación de los 
receptores hipotalámicos termosensibles, seguido por una desensibilización de 
dichos receptores después del tratamiento crónico o en dosis altas. Los ensayos 
de microinyecciones intracerebrales de capsaicina en el hipotálamo de ratas 
produjeron los mismos resultados (22).
4-1-1 Mecanismo de acción en el sistema nervioso
La selectividad de los efectos biológicos de la capsaicina sugirió la 
existencia de sitios específicos donde la droga ejerce su acción farmacológica. En 
1968 Jancsó, postuló la existencia de “receptores de dolor” sensibles a la 
capsaicina. Esta expresión sólo indicaba la posibilidad de un sitio específico de 
acción sin identificar la naturaleza del mismo. Durante las dos décadas pasadas, 
los hipotéticos receptores de la capsaicina han sido muy estudiados. Los métodos 
con capsaicina radiomarcada y de fotoafinidad no lograron la identificación del 
receptor. Sólo con el uso de la resiniferatoxina, un análogo natural cientos de 
veces más potente que la capsaicina, aislado de Euforbia resinífera, se logró 
identificar el receptor de capsaicina (23). La estructura química de esta toxina
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consiste en un anillo sustituido idéntico al de capsaicina que contiene un 
diterpeno apolar mas rígido en reemplazo de la cadena alquílica.
Estudios recientes han demostrado que la capsaicina y sus análogos 
(compuestos vainíllicos) poseen un receptor específico denominado VR1 
(receptor vainíllico subtipo 1) en las neuronas sensitivas. Es un receptor canal- 
catiónico que cuando es activado aumenta la conductancia de diferentes cationes 
monovalentes y divalentes. Aparentemente, VRi no discrimina entre los cationes 
monovalentes pero exhibe una notable preferencia por los cationes divalentes 
(secuencia de permeabilidades: Ca++>Mg++>Na+«K +« C s +) (24). Este aumento de 
la permeabilidad a los cationes cuando el receptor es activado, genera la 
despolarización de la membrana de la terminal sensitiva y produce la liberación de 
los diferentes neurotransmisores sin la intervención de segundos mensajeros (Fig
4).










Figura 4: Mecanismo de acción de la capsaicina en las terminales nerviosas 
sensitivas.
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La capsaicina activa a su receptor de una manera dosis-dependiente y la 
resiniferatoxina activa el mismo receptor de capsaicina pero a dosis menores (25). 
Se ha demostrado que el VRi también es activado por estímulos térmicos nocivos 
sugiriendo que un rol fisiológico del receptor vainíllico “in vivo” es detectar el calor 
nocivo (24). Los análisis de hidrofilicidad sugieren que el VR i posee seis dominios 
de transmembrana, con dos uniones intracelulares y cuatro extracelulares. Posee 
una unión hidrofóbica corta entre las regiones de transmembrana 5 y 6 que podría 
conferirle permeabilidad iónica. El segmento hidrofílico amino-terminal posee una 
región relativamente rica en prolina seguido por tres dominios de anquirinas (Fig 
5).
Figura 5: Esquema del modelo que representa al canal-receptor VR^ A= anquirina.
La capsaicina produce idénticas respuestas cuando se adiciona del lado 
extracelular o del intracelular, sugiriendo que atraviesa la membrana debido a su 
alta lipofilicidad y se une al dominio citosólico del receptor VRi (24, 26). Sobre 
esta base se ha propuesto la existencia de una sustancia endógena en el citosol 
de las neuronas sensitivas capaz de activar al receptor. Se asume que la unión de 
la capsaicina al canal es directa, ya que el gen clonado del VR1 por sí solo, 
expresado en oocitos, posee afinidad por capsaicina y respuesta biológica a
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capsaicina (26). El receptor vainíllico también ha sido identificado en las 
terminaciones centrales de las neuronas aferentes primarias humanas (27).
El rojo de rutenio, un colorante inorgánico, bloquea el canal catiónico 
sensible a capsaicina (28) de forma no competitiva y la capsazepina, un análogo 
estructural de la capsaicina, bloquea específicamente y de manera competitiva el 
sitio de unión de la misma, funcionando como un antagonista competitivo 
específico (29).
El canal catiónico sensible a la capsaicina es activado por disminuciones 
de pH y fue propuesto que los protones liberados por los tejidos circundantes a la 
terminal nerviosa podrían actuar como ligandos endógenos que lo activan (14). En 
la aurícula aislada de cobayo la liberación de C G R P  inducida por el pH ácido es 
bloqueada por la capsazepina (30) y por el rojo de rutenio (28). Sin embargo, 
estudios recientes en tejido nervioso, han propuesto que el protón no sería un 
activador endógeno del receptor de capsaicina sino un modulador alostérico de la 
actividad del canal (26).
Además de los efectos específicos descriptos, la capsaicina posee 
acciones ¡nespecíficas sobre neuronas no sensitivas y células no neuronales. 
Estos efectos no selectivos incluyen inhibición de la agregación plaquetaria (31), 
disminución de la excitabilidad del músculo cardíaco, inhibición de la actividad del 
músculo liso viceral y alteración de diferentes actividades enzimáticas (32); los 
mecanismos que median estos efectos no han sido aún dilucidados pero no se 
producirían por activación de un receptor específico y se ha sugerido una 
interacción directa de la capsaicina con la membrana citoplasmàtica que afecta a 
la estructura y a la funcionalidad de la misma. Está demostrado que la capsaicina 
modifica drásticamente las propiedades estructurales de los fosfolípidos naturales 
más abundantes en las membranas biológicas (fosfatidilcolina y
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fosfatidiletanolaminas) (32) , que altera la fluidez de la membrana plasmática de 
células no neuronales (31) y que induce la formación de canales iónicos no 
selectivos, con una gran diversidad de conductancias, en bicapas lipídicas libres 
de proteínas (33). De lo expuesto se deduce que la acción directa de la 
capsaicina sobre los diferentes tipos de células es extremadamente heterogénea.
4-1-2 Usos terapéuticos y potenciales aplicaciones
Tradicionalmente, los extractos del pimiento fueron utilizados como 
tratamiento para diferentes tipos de dolor. Eran aplicados sobre la zona afectada 
produciendo una rubefacción mayor a la que produce la aplicación de calor. 
Actualmente, el uso de la capsaicina en el tratamiento del dolor, se basa en la 
aplicación repetitiva, ya que solo así se logra el bloqueo de las neuronas 
sensitivas. Este bloqueo se obtiene cuando desaparecen los efectos locales por 
la aplicación repetida de la droga (enrojecimiento, sensación de ardor local), 
fenómeno que es utilizado para determinar el número de administraciones a 
realizar. Las dosis farmacológicas deben ser suficientes para una masiva 
desensibilización de las fibras y la aplicación debe seguir estrictamente la 
distribución nerviosa del área del dolor (23).
El gran interés que despierta la capsaicina como analgésico se debe a que 
posee un mecanismo de acción diferente al de los analgésicos esteroides y no 
esteroides, siendo estos últimos no efectivos en el tratamiento de muchos 
síndromes de dolor crónico. Los primeros ensayos de la capsaicina en el 
tratamiento del dolor fueron descriptos para la neuralgia posherpética, 
demostrando el efecto terapéutico de la droga mediante repetidas aplicaciones
locales. Estos datos fueron confirmados en el tratamiento del dolor de la
posmastectomía. Más tarde, se comprobó que pacientes con cuadros dolorosos
provocados por neuropatía diabética respondían al tratamiento con capsaicina en 
aplicaciones sucesivas. También se ha descripto el uso de capsaicina en la 
osteoartritis, en distrofia refleja simpática y en el síndrome de Guillain-Barré. 
Estudios recientes describen la aplicación de capsaicina en la mucosa nasal en 
pacientes afectados por cefaleas agudas y repetidas, y en pacientes con dolor en 
la mucosa oral secundario a la aplicación de quimioterapia o radioterapia (23).
Los efectos adversos más comunes al uso tópico de la capsaicina son ardor, dolor 
agudo y eritema en el lugar de la aplicación; si bien estas reacciones deben 
desaparecer a medida que prosigue el tratamiento, son causa de discontinuidad 
del mismo. Recientes estudios de relación estructura-actividad han desarrollado 
un nuevo análogo de capsaicina, el S D Z 249-665, que posee los mismos efectos 
analgésicos que la capsaicina pero sin ningún efecto excitatorio (irritación, 
broncoconstricción y cambios en la presión arterial) ni taquifilaxia suministrado 
por diferentes vías de administración en ratones, ratas y cobayos (34). Se ha 
demostrado que la administración oral de civamida, el isómero c/s de la 
capsaicina (obtenido únicamente por síntesis), a ratas adultas posee la misma 
actividad analgésica. Debido a que no se observaron cambios en la concentración 
de C G R P  ni SP en la raíz dorsal de la médula espinal se sugiere que la acción 
analgésica de la civamida se debe a la desensibilización de las terminales 
primarias sensitivas aferentes (35). En base a estos últimos estudios, se estima 
que en un futuro, análogos más específicos, sin efectos adversos y con 




4-2 En el aparato cardiovascular
Por muchos años, los estudios sobre el control neuronal de la función 
cardiovascular han estado focalizados en las acciones antagónicas de la 
inervación simpática y parasimpática. En las últimas dos décadas, el desarrollo de 
técnicas de inmunohistoquímica, microscopía electrónica y electrofisiología han 
replanteado el conocimiento del control autonómico sobre la función 
cardiovascular. Como ha sido revelado por inmunohistoquímica, el sistema de 
fibras sensibles a la capsaicina está íntimamente asociado con el sistema 
cardiovascular (36). La función primordial de las neuronas primarias aferentes 
sensitivas es la transmisión de impulsos nociceptivos, algunos de los cuales 
contribuyen a la percepción del dolor de la isquemia cardíaca, de la claudicación y 
de los aneurismas.
Un aspecto de importancia fisiológica reside en el hecho de que una vez 
que han sido activadas por un estímulo periférico, estas fibras sensibles a la 
capsaicina liberan localmente distintos neurotransmisores que pueden producir 
respuestas en los tejidos inervados. En el aparato cardiovascular las 
terminaciones periféricas son capaces de responder a estímulos del entorno 
induciendo respuestas vasculares, cardíacas e inflamatorias locales, sin ninguna 
relación con la transmisión aferente de mensajes hacia el sistema nervioso central 
(36).
4-2-1 Efectos cardíacos
En aurículas aisladas de cobayo, la estimulación eléctrica de campo 
produce una respuesta cardioexcitatoria resistente al bloqueo de receptores
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colinérgicos y adrenérgicos pero sensible al tratamiento con capsaicina (36). Esta 
evidencia farmacológica sugiere un rol fisiológico de las fibras sensitivas en el 
corazón. La estimulación eléctrica o la exposición a la capsaicina del tejido 
cardíaco produce la liberación de neurotransmisores de las fibras aferentes 
sensitivas con efectos estimulatorios, C G R P  y A TP , e inhibitorios, SP y NKA, 
sobre la función cardíaca (36).
Los resultados son consistentes en que la respuesta prevalente a la 
capsaicina es el aumento de la frecuencia de latido espontáneo (efecto 
cronotrópico positivo) tanto en aurícula (37) y corazón aislado de rata (38) como 
en aurícula (39, 40-44) y corazón aislado de cobayo (42, 43). Sin embargo, los 
efectos de la capsaicina sobre la contractilidad cardíaca son muy diversos 
dependiendo de las especies, las preparaciones y las concentraciones utilizadas. 
En el corazón de cobayo, la capsaicina a concentraciones de 1.6 nM (39), 0.33 
pM (41) y en el rango de 0.01 a 1 pM (42, 43) produce un incremento de la 
contracción (efecto inotrópico positivo) o una disminución de la contracción (efecto 
inotrópico negativo) a concentraciones de 0.1 pM en corazón entero (44) y en 
músculo papilar (41) de la misma especie. En aurícula de rata, la capsaicina 1 pM 
produce un aumento de la fuerza desarrollada (37) mientras que en el corazón 
aislado una concentración de 1nM causa un aumento transitorio de la misma 
seguido de una depresión (38). Concentraciones de capsaicina del orden 
nanomolar disminuyen marcadamente el flujo coronario con el consecuente 
deterioro de la función cardíaca (13). En músculo papilar de rata, la capsaicina 
produce un efecto inotrópico negativo dependiente de la concentración (1 nM a 10 
pM) que ha sido relacionado con un efecto directo de la capsaicina sobre el 
miocito cardíaco (45). Este último trabajo es el único que analiza un posible efecto
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lusitrópico positivo en base a una leve disminución del tiempo medio de la 
relajación (8%).
Las fibras sensibles a la capsaicina están involucradas en el control de la 
función cardíaca durante condiciones fisiopatológicas habiéndose descripto una 
importancia significativa de los neurotransmisores liberados desde las 
terminaciones de las fibras sensitivas en la respuesta mecánica durante la 
reperfusión miocàrdica luego de un período de isquemia (46, 47) así como en el 
fenómeno de precondicionamiento en la isquemia miocàrdica (48, 49). Por otra 
parte se ha propuesto que la capsaicina posee efectos antiisquémicos y 
antiarrítmicos no relacionados con la liberación de neuropéptidos ya que la dosis 
necesaria para producirlos es mayor (30 pM) que la necesaria para la liberación 
de neurotransmisores (1 pM) (50).
4-2-2 Efectos vasculares
Si bien el tono de los vasos sanguíneos está regulado por la actividad 
simpática basai, evidencias farmacológicas muestran que en diversos lechos 
vasculares las fibras aferentes sensitivas responden a la capsaicina liberando 
neuropéptidos como la SP y el C G R P  con propiedades vasoactivas. El C G R P  
produce vasodilatación independiente del endotelio en varios lechos vasculares 
(51), excepto en la aorta de rata (51, 52) y en la arteria ilíaca porcina (53); la SP 
en cambio, produce tanto en las arterias de gran calibre como en la 
microvasculatura de la piel una vasodilatación dependiente del endotelio (36). 
Específicamente en las arterias coronarias tanto de animales como de humanos 
(54, 55), la SP posee un efecto dual; por una lado vasodilata en forma 
dependiente del endotelio mediante la activación de receptores para
neuroquininas, NK1 (56), lo cual produce la liberación de óxido nítrico (NO); por
otro lado induce un efecto vasoconstrictor independiente del endotelio. En estos 
mismos vasos, el CG R P  posee un potente efecto vasodilatador independiente del 
endotelio por interactuar con receptores específicos (53), demostrado en diversas 
especies incluida la humana (57, 58). En las arterias coronarias de rata, la 
capsaicina produce una marcada vasoconstricción debido a la liberación de 
endotelina de las terminales nerviosas sensitivas (13).
De la misma manera que lo descripto para la función cardíaca, la 
disminución o la pérdida de la funcionalidad de las fibras aferentes sensitivas que 
inervan los vasos estarían relacionadas con estados fisiopatológicos. Debido al rol 
del C G R P  en la modulación del tono vascular, la modificación de sus efectos 
podría influir en el desarrollo de la hipertensión esencial y en la desarrollada en 
edad avanzada. Existe una disminución de la funcionalidad de las fibras sensibles 
a la capsaicina en los vasos mesentéricos de las ratas espontánemente 
hipertensas (SH R ) en edades tempranas y una disminución de la sensibilidad 
vascular al C G R P  con la edad, tanto en las ratas normotensas como en las 
hipertensas (53). Estudios de inmunohistoquímica han revelado una disminución 
del contenido de C G R P  de las fibras sensitivas periféricas durante el desarrollo y 
el mantenimiento de la hipertensión en ratas SHR  (59) como también una 
respuesta aumentada al C G R P  exógeno, posiblemente como consecuencia de 
una mayor expresión de los receptores en las células de la pared vascular debida 
a la menor presencia del agonista (36). Las enfermedades crónicas, como la 
diabetes, relacionadas con neuropatías del sistema nervioso autónomo (60) 
también presentan alteraciones en las fibras sensitivas aferentes. En esta 
enfermedad, la velocidad de conducción (61) y el contenido de los neuropéptidos 
de los nervios sensitivos se hallan disminuidos (62). En el lecho vascular
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mesentérico de animales con diabetes inducida por estreptozotocina fue 
observado un severo deterioro de la función vasodilatadora de las fibras 
sensitivas, mientras que no fue afectada la neurotransmisión simpática (62).
4-2-3 Mecanismo de acción en el sistema cardiovascular
El C G R P  es el principal neurotransmisor propuesto como mediador de los 
efectos inotrópicos y cronotrópicos positivos de la capsaicina (36, 42, 44, 63). Si 
bien en el corazón ha sido demostrada la co-liberación de neuroquininas 
(sustancia P, neuroquinina A  y neuropeptido K) y de CG RP, sólo este último ha 
imitado las respuestas cardíacas a la estimulación eléctrica (43, 64). El CGRP, 
mediante la activación de los receptores C G R P i activa la adenilato ciclasa (65) y 
aumenta los niveles intracelulares de AM PC segundo mensajero que media los 
efectos cronotrópicos e inotrópicos positivos producidos por la exposición a la 
capsaicina en aurícula de rata (37). El A TP  en aurícula y ventrículo de rata, 
produce respuestas inotrópicas positivas mediadas por purinorreceptores de tipo 
P2 (66); sin embargo su rol más importante sería como neuromodulador de las 
fibras cardíacas sensitivas en las cuales, por activar receptores presinápticos de 
tipo Pi, inhibe la liberación de neurotransmisores (67).
La depresión en la contractilidad producida por la capsaicina podría 
deberse a la acción de otros neurotransmisores coliberados como la NKA (43) o la 
SP, que actúan indirectamente liberando acetilcolina, un agente inotrópico 
negativo (36, 46). Alternativamente es posible postular una acción directa 
depresora de la droga sobre los miocitos cardíacos (45).
La vasodilatación producida por la estimulación de las fibras sensibles a 
capsaicina cercanas a la circulación coronaria, es imitada por el C G R P  pero no
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por el resto de los neuropéptidos (53) que se coliberan con este neurotransmisor, 
por lo cual se sostiene que el CGRP es el neurotransmisor fisiológicamente 
activo, que participa en la regulación de la circulación coronaria. Resultados 
similares se han descripto para otros lechos vasculares como las arteriolas del 
músculo estriado (68) y los vasos mesentéricos de rata (69, 70-72), las arterias 
pulmonares de cobayo (73), los vasos cerebrales (74-76) y la arteria central de la 
oreja de conejo (77). La explicación podría ser que, las fibras sensitivas que se 
encuentran por fuera de la capa media de los vasos sanguíneos están 
anatómicamente cerca de los receptores de CGRP ubicados sobre el músculo liso 
y más alejadas de los receptores de SP, que se encuentran sobre el endotelio 
(36). El CGRP liberado de las fibras sensibles a capsaicina, contribuye al control 
de la resistencia vascular (53). En arteriolas de músculo estriado, el bloqueante 
específico del CGRP (CGRP8-37) produce una pequeña constricción adicional en 
vasos precontraídos con norepinefrina, lo cual sugiere la intervención del CGRP 
en la modulación de su tono (78).
El A TP  posee un efecto vasodilatador independiente del endotelio, 
producido por su unión a purinorreceptores P2 ubicados en el músculo liso de las 
arterias coronarias (79, 80) por lo cual, tanto el A TP  como el C G R P  serían co- 
transmisores vasodilatadores de las fibras sensitivas en este lecho vascular. Por 
otra parte el A TP  produce vasodilatación dependiente del endotelio, por 
interactuar con receptores P2 endoteliales que producen la liberación de factor 
relajante dependiente de endotelio. El mismo endotelio, puede ser una posible 
fuente de SP y A TP  (36) (Fig. 6).
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Figura 6: Diagrama esquemático de los efectos de los neurotransmisores de las fibras 
sensibles a la capsaicina sobre el corazón y los vasos. El péptido del gen relacionado con 
calcitonina (CGRP) y el trifosfato de adenosina (ATP) generan respuestas inotrópicas y 
cronotrópicas positivas (Es.: estimulación) sobre aurícula o ventrículo, actuando a través 
de receptores para CGRP de tipo 1 (CGRPi) o de receptores purinérgicos de tipo 2Y (P2y), 
respectivamente. En la mayoría de los vasos sanguíneos el CGRP produce vasodilatación 
independiente del endotelio (ln.: inhibición) aunque existen vasos donde el efecto es 
dependiente del mismo. La vasodilatación (ln.) producida por ATP es mediada por 
receptores P^ ubicados tanto en el músculo liso como en el endotelio. La sustancia P (SP) 
evoca tanto vasoconstricción (Es.) independiente del endotelio como vasodilatación (ln.) 
dependiente del endotelio vía receptores de neuroquinina de tipo 1 (NK-,).
La capsaicina produce vasodilatación de las vénulas grandes en el músculo 
estriado de rata por liberar CG R P, el cual tiene tanto una acción directa (igual que 
en las arteriolas) como una acción indirecta mediada por la activación de la 
síntesis del factor relajante endotelial (78).
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4-2-4 Modulación de las fibras sensitivas
En forma similar a lo que ocurre en las terminaciones de las fibras 
simpáticas y parasimpáticas, las terminaciones de las fibras aferentes sensibles a 
la capsaicina poseen receptores específicos para diferentes sustancias, cuya 
activación produce cambios en la excitabilidad, con lo cual regulan la cantidad de 
neurotransmisor liberado. El GABA, la adrenalina, la neurotensina, la 5 -H T  y 
diversos mediadores inflamatorios desarrollan respuestas cardioexcitatorias por 
activación de los nervios sensitivos (81). Por otra parte, estas fibras también son 
reguladas por receptores inhibitorios propios de la terminal nerviosa tanto en el 
corazón como en el sistema vascular. Así, en el lecho mesentérico de rata, el 
C G R P  a través de receptores presinápticos regula su liberación por un 
mecanismo de retroal i mentación negativo (82) y el A TP  (83) y el NO (84) inhiben 
la liberación de los neurotransmisores de las terminaciones de las fibras aferentes 
sensitivas. El A TP  posee el mismo efecto de inhibir la liberación de los 
neurotransmisores de las fibras sensitivas sensibles a la capsaicina en aurícula 
aislada de cobayo (67, 85), y los péptidos opioides lo hacen tanto en el corazón 
(86) como en los vasos (87, 88). En la aurícula aislada de rata, la simpatectomía 
que resulta de la administración prolongada de guanetidina produce un aumento 
de la densidad de las fibras sensibles a capsaicina e induce la desensibilización 
específica de los receptores de CG RP. En contraste, una disminución de la 
densidad de dichas fibras por tratamiento de ratas neonatas con capsaicina no 
genera una mayor respuesta al C G R P  (89).
De todo lo expuesto anteriormente, se evidencia que las fibras sensibles a 
la capsaicina ejercen junto con los sistemas simpático y parasimpático el control
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autonómico de la función cardiovascular; existiendo además, diversas 
interacciones entre ellos (Fig 7). Los neurotransmisores simpáticos como la NA 
(receptores ct2), el A TP  (o la adenosina) (receptores Pi) y el N PY pueden inhibir la 
neurotransmisión de las fibras aferentes sensitivas del sistema cardiovascular. Sin 
embargo, en la aurícula aislada de cobayo (90) y en el lecho mesentérico de rata 
(91) los neuropéptidos SP, C G R P  y NKA no modulan la neurotransmisión 
simpática. En aurícula aislada de rata, la denervación de las fibras sensibles a la 
capsaicina, mediante el tratamiento neonatal con capsaicina, no afecta la 
neurotransmisión simpática (92).
Existen interacciones bidireccionales entre las fibras parasimpáticas y las 
aferentes sensitivas. Por un lado, en el corazón de perro, el C G R P  tiene acciones 
directas inhibitorias sobre las neuronas parasimpáticas intrínsecas (93, 94) y la 
SP activa la inervación cardíaca vagal (95) vía receptores NKi, que han sido 
encontrados en neuronas de corazón de cobayo (96). Por otro lado, existen 
receptores de acetilcolina del tipo nicotínicos en las terminales primarias 
sensitivas, en el ganglio de la raíz dorsal y en las vías nociceptivas centrales (97). 
Ha sido demostrada la estimulación de las fibras sensibles a la capsaicina a 
través de receptores nicotínicos en el corazón de cobayo (98) y en el lecho 
vascular mesentérico (99).
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Figura 7: Esquema de las posibles interacciones entre las fibras sensibles a capsaicina y 
las fibras del sistema nervioso autónomo. La sigla (ln.) indica inhibición y la (Es.) 
estimulación de la neurotransmisión tanto sensitiva como autonómica. En esta figura no 
han sido incluidas las interacciones de las fibras simpáticas y parasimpáticas entre sí. 
ATP= trifosfato de adenosina; P =^ receptor purinérgico tipo 1; NK-,= receptor a 
neuroquininas tipo 1; nic.= receptor nicotínico; a¿= receptor adrenérgico tipo alfa2; NPY= 
neuropéptido Y; CGRP= péptido del gen relacionado con calcitonina; ENK/END= 
encefalinas/endorfinas; SP= sustancia P; Ach= acetilcolina.
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OBJETIVOS
Los efectos de la capsaicina sobre la actividad cardíaca han sido 
estudiados en diferentes concentraciones, preparados y especies aportando 
resultados muy diversos que podrían deberse a que la capsaicina evoca 
respuestas mediadas por la liberación de neurotransm¡sores de las fibras 
primarias aferentes sensitivas y por acción directa sobre las células cardíacas.
Este trabajo planteó, en primer lugar, el estudio de los posibles efectos 
inotrópicos, cronotrópicos y lusitrópicos producidos por la estimulación de fibras 
nerviosas sensibles a la capsaicina en aurícula aislada de rata:
A. Utilizando índices apropiados para caracterizar contractilidad y relajación.
B. Separando los efectos inotrópicos independientes de los debidos a los 
cambios en el cronotropismo.
C. Identificando los cambios inotrópicos debidos a la liberación de los 
neurotransmisores de los producidos por acción directa de la capsaicina 
sobre el miocito cardíaco.
El preparado utilizado, aurícula aislada de rata, permite la evaluación de los 
cambios en la frecuencia de contracción espontánea y de los cambios en la 
contractilidad tanto a frecuencia espontánea como constante; es por otra parte 
un preparado que asegura la detección de los efectos de la capsaicina 
secundarios a la liberación de neurotransmisores por estimulación de las fibras 
primarias aferentes sensitivas debido a que el tejido auricular está ricamente 
inervado por este tipo de fibras.
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En segundo lugar, utilizando células aisladas de aurícula de rata, se 
investigaron efectos directos de la capsaicina sobre los flujos iónicos medióles 
por la técnica de patch-clamp.
1. Los protocolos de los experimentos mecánicos realizados en aurícula 
aislada de rata fueron diseñados para:
1.1. Determinar las respuestas inotrópicas y cronotrópicas a dosis 
acumulativas de capsaicina e identificar la concentración con efectos 
estimulantes.
1.2. Estudiar las respuestas excitatorias a la capsaicina en los siguientes 
aspectos:
1.2.1. Identificación de los efectos lusitrópicos que no han sido 
previamente descriptos.
1.2.2. Verificación de la dependencia de efectos excitatorios de la 
capsaicina de la estimulación de las fibras primarias aferentes 
sensitivas e identificación del neurotransmisor C G R P  como 
mediador de las respuestas.
1.2.3. Separación de los efectos inotrópicos y lusitrópicos de los 
cambios mecánicos inducidos por la variación en la frecuencia de 
contracción.
1.2.4. Posible regulación de los efectos excitatorios a través de la 
variación en la concentración de calcio intracelular obtenida por:
1.2.4.1. Cambios en la concentración de calcio externo.
1.2.4.2. Bloqueo de los canales de calcio de la membrana celular.
1.2.4.3. Bloqueo de los canales de potasio de la membrana celular.
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1.3. Teniendo en cuenta que el pH ácido ha sido descripto como un 
activador de las fibras sensibles a la capsaicina, establecer la 
participación de dichas fibras en los cambios mecánicos producidos por 
la acidosis metabólica:
1.3.1. A  frecuencia de contracción espontánea.
1.3.2. A  frecuencia de contracción constante.
2. Los experimentos electrofisiológicos realizados en miocitos aislados de 
aurícula de rata y experimentos mecánicos utilizando aurícula izquierda 
fueron diseñados para:
2.1. Identificar los efectos de la capsaicina sobre corrientes de sodio 
sensibles a tetrodotoxina, sobre la base de resultados previos en los 
que la droga produjo el enlentecimiento de la velocidad de 
despolarización de los miocitos cardíacos.
2.2. Correlacionar los resultados electrofisiológicos obtenidos con el efecto 
inotrópico negativo de la capsaicina.
M a t e r ia l e s  y  m é t o d o s
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METODOLOGÍA
1- EXPERIMENTOS MECÁNICOS
En los experimentos mecánicos se utilizaron ratas Sprague-Dawley de un 
peso aproximado entre 200 y 250 g. Las ratas fueron anestesiadas con eter 
sulfúrico, se extrajo rápidamente el corazón y se lo colocó en solución Krebs- 
Ringer-Bicarbonato burbujeada con 5 %  de C O 2 y 95% de O 2 a temperatura 
ambiente. Se disecaron las aurículas latiendo en forma espontánea y se 
introdujeron en una cámara para órgano aislado conteniendo la misma solución 
salina pero termostatizada a 37 °C. El extremo libre de las aurículas se conectó a 
un trasductor de fuerza (Letica TR I 201, Barcelona, España). Los protocolos 
incluyeron aurículas latiendo a frecuencia espontánea o aurículas estimuladas 
eléctricamente con electrodos de campo a una frecuencia superior a la 
espontánea. La fuerza isomètrica desarrollada por las aurículas se registró 
mediante la introducción de la señal analógica amplificada del trasductor en una 
plaqueta conversora analógica/digital (DT2801 Data Traslation Ine., Malboro, MA) 
colocada en una computadora.
El uso de un software apropiado (Snapshot Storage Scope, EHM  Data 
Corporation) permitió visualizar en la computadora los registros de fuerza 
desarrollada en función del tiempo durante los experimentos y guardar los 
archivos para su posterior análisis. La frecuencia de contracción espontánea y la 
fuerza desarrollada (F ) se midieron en registros de 5 segundos cada 1 minuto. La 
primera derivada de la fuerza se obtuvo de registros de 0,25 segundos en los 
cuales se midió la máxima velocidad de contracción (+dF/dtmax) y la máxima
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velocidad de relajación (-dF/dtmax). Se calculó la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax como 
un índice de los cambios lusitrópicos (Fig 8).
TR A N SD U C TO R  
DE FU ERZA
A M P LIF IC A D O R PC
KREBS-RINGER-BICARBONATO
Figura 8 : Equipo utilizado y registros obtenidos en los experimentos mecánicos.
La composición de la solución Krebs-Ringer-Bicarbonato fue la siguiente 
(en mM): CIK 5, S Ü 4Mg 1, P0 4 H2Na, CINa 111, COaHNa 24, C ^C a  1,35 y glucosa
11. La solución fue equilibrada con 5 %  de C O 2 (P CO 2 de 40 mmHg) y 95% de O 2 
(pH 7,41 ±0,01). Las soluciones con mayor y menor calcio externo fueron 
obtenidas cambiando la concentración del C ^C a  de 1,35 a 2,70 y 0,65 mM 
respectivamente. Las soluciones con pH ácido (6,73±0,01, n=28) fueron obtenidas 
cambiando la concentración del COsHNa de 24 a 5 mM y equilibradas con 5 %  de 
C O 2 y 95% de O 2.
Inmediatamente después de la conección de las aurículas al trasductor de 
fuerza, éstas fueron estiradas hasta alcanzar la fuerza desarrollada óptima y
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luego estabilizadas durante 30 minutos cambiando la solución del baño cada 10 
minutos. Antes de llevar a cabo los diferentes protocolos experimentales y luego 
del período de estabilización, se obtuvieron registros controles (cada 1 minuto) 
durante 10 minutos.
Drogas: Capsaicina sintética (Fluka), rojo de rutenio, C G R P b-37 , 
propranolol, diltiazem, tetraetilamonio (TE A ), tetrodotoxina (T T X ) y glibenclamida 
(Sigma) fueron disueltos en solventes apropiados. Todos los componentes de la 
solución Krebs-Ringer-bicarbonato y los solventes utilizados para las diferentes 
drogas fueron de grado analítico.
2- EXPERIMENTOS DE ELECTROFISIOLOGÍA
- Aislamiento de las células auriculares
Ratas Sprague-Dawley hembras fueron anestesiadas con eter sulfúrico y 
de manera inmediata se removió el corazón que fue colocado en una solución 
salina conteniendo bicarbonato y equilibrada con 5 %  de C O 2 y 95% de O 2 a 
temperatura ambiente. Las células auriculares fueron aisladas de ambas aurículas 
mediante digestión enzimàtica utilizando colagenasa y tripsina. El procedimiento 
está basado en el método descripto por Inscho et al. (100). Las aurículas fueron 
disecadas y transferidas a una solución de disociación (SD ) conteniendo (en mM): 
114 CINa, 0,5 CIK, 1 S 0 4 Mg, 26 COsHNa, 22,4 Hepes, 5,5 glucosa y llevada a pH 
7,6 con OHNa. El tejido fue incubado a 30°C durante 5 minutos en un medio SD 
conteniendo 0,1% de colagenasa. Luego se agregó una solución de tripsina 
(concentración final 0,15%) y se continuó la incubación durante 20 minutos. Hacia 
el final de este período de incubación, el tejido fue dispersado mecánicamente 
mediante un pipeteo suave. El tejido no dispersado se dejó sedimentar y el
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sobrenadante que contiene las células aisladas en suspensión, fue removido y 
centrifugado; el pellet fue resuspendido en SD conteniendo 1 mg/ml de albúmina 
sérica bovina y 0,5 mg/ml de inhibidor de tripsina. Este procedimento se repitió las 
veces que fueron necesarias hasta que se identificaron al microscopio las células 
auriculares aisladas.
- Registros de patch-clamp
Las células aisladas fueron colocadas en una caja de Petri conteniendo 2 
mi de solución extracelular (S E ) y observadas en un microscopio invertido (Zeiss- 
Telaval 3) equipado con un lente objetivo de 40X. Todos los experimentos fueron 
llevados a cabo a temperatura ambiente (~20°C). Para fijar el voltaje, en las 
células aisladas de aurícula, se utilizó la configuración estándar de célula entera 
de la técnica de “patch-clamp” (101). La resistencia de la micropipeta de vidrio 
utilizada para establecer el sello con la membrana celular, fluctuó entre 0,8 y 1 
M fi medidos en la SE. Las corrientes iónicas fueron medidas con un amplificador 
Axopatch 200 A  (Axon Instruments, Foster City, CA). Las corrientes de la célula 
entera fueron filtradas a 5 kHz, digitalizadas (Digidata 1200 Axon Instruments, 
Foster City, CA ) a una frecuencia de muestreo de 333 kHz y almacenadas en el 
disco rígido de una computadora para su posterior análisis.
La resistencia en serie y la capacitancia de la célula fueron medidas 
usando el circuito compensatorio del amplificador. La resistencia en serie fue 
compensada electrónicamente en un 60-70%. A  lo largo de los experimentos se 
realizó un seguimiento de la misma y cuando cambió más de un 10% durante el 
registro, los datos fueron descartados.
Las células fueron perfundidas con SE que contenía (en mM): 90 cloruro de 
colina, 50 CINa, 5 CICs, 1 ChMg, 1 C ^Ca, 20 glucosa, 1 CI2C 0 , 10 Hepes; el pH
7,4 fue obtenido con la adición de OHNa y la composición de la solución
intracelular de la micropipeta fue (en mM): 130 CICs, 5 A TP N a 2, 1 C^M g, 10
glucosa, 1 E G TA , 20 Hepes; el pH fue llevado a 7,3 con adición de OHCs. Las
corrientes iónicas activadas por voltaje en estas condiciones experimentales
fueron eliminadas con 30 pM de tetrodotoxina (TTX , Research Biochemicals
Incorporated RBI, MA) o por sustitución iónica del CINa en la SE con cloruro de
colina, indicando que la corriente rápida de sodio fue la única corriente presente
bajo nuestras condiciones experimentales. Los datos fueron analizados usando
los software pClamp6 (Clamfit, Axon Instruments) y Origin (Microcal Software,
Inc). La capsaicina sintética (Fluka) 0,4 y 4 pM fue diluida en SE a partir de una
solución madre de capsaicina 1 mM disuelta en metanol y perfundida en una
pipeta con vías múltiples (2 ml/min) colocada cerca de la célula.
A
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Figura 9: Familia de corrientes de Na* activadas por voltaje obtenidas en configuración de 
célula entera mediante la técnica de patch-clamp (A). Equipo utilizado en dicha técnica (B).




1-1 Curva dosis-respuesta a capsaicina
El primer protocolo fue realizado para estudiar las respuestas inotrópicas y 
eronotrópicas de aurícula aislada de rata a dosis crecientes de capsaicina. Las 
dosis fueron aditivas en el rango de 10'9 a 7 x 10'6 M y el tiempo de exposición 
para cada dosis fue de 8 minutos. Todos los resultados están expresados 
como la variación porcentual respecto al valor control.
- Respuestas inotrópicas
La respuesta sobre el inotropismo producida por dosis crecientes de 
capsaicina fue de tipo bifásica. Con la adición de capsaicina desde 10~9 a 7 x 
1CT8 M se observó una disminución progresiva de la fuerza desarrollada, 
llegando a una depresión máxima de 20 % . Esta depresión fue revertida a 
concentraciones de 2 y 7 x 10'7 M de capsaicina. A  concentraciones mayores 
de 2 x 10-6 M la capsaicina produjo nuevamente una caída de la fuerza 
desarrollada, llegando a un máximo del 40 %  (Fig 10a).
Respuestas cronotrópicas
Resultados 35
La capsaicina, a concentraciones extremas de 10'9a 2 x 10-8 y de 2 a 7 x 
10"6 M no modificó en forma significativa la frecuencia de contracción. Sin 
embargo a la concentración de 7 x 10-8 M de capsaicina, la frecuencia de 
contracción espontánea comenzó a aumentar y las concentraciones de 2 y 
7 x 10 7M produjeron un aumento significativo de la frecuencia de hasta un 
10 %  del control (Fig 10b).
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Figura 10: Efectos de dosis acumulativas de capsaicina sobre la fuerza desarrollada 
(a) y la frecuencia de contracción espontánea (b) en aurícula aislada de rata. Los 
valores son promedios de los cambios porcentuales ± SEM (n=7). * indica diferencia 
significativa (P<0,05).
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Se realizaron experimentos controles con metanol, a concentraciones 
iguales a las utilizadas para vehiculizar cada dosis de capsaicina, 
verificando que no produjo cambios significativos ni en la fuerza 
desarrollada ni en la frecuencia de contracción espontánea (Figura 11a y b).
Figura 11: Experimentos controles con las mismas dosis de metanol utilizadas para 
vehiculizar la capsaicina, no modificaron significativamente ni la fuerza desarrollada 
(a) ni la frecuencia de contracción espontánea (b) en la aurícula aislada de rata. Los 
valores son promedios de los cambios porcentuales ± SEM (n=5).
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- Elección de la dosis de capsaicina con efectos excitatorios
De acuerdo a los resultados anteriores, se observó que a las 
concentraciones bajas (1 x 10'9 a 7 x 10-8 M) en las que capsaicina produjo 
una disminución de la fuerza desarrollada no se verificaron cambios en la 
frecuencia de contracción espontánea; sin embargo las dosis que revirtieron 
la caída de la fuerza desarrollada (2 y 7 x 10'7 M) produjeron 
simultáneamente un aumento de la frecuencia espontánea, es decir, que a 
pesar del fenómeno de la escalera negativo que se expresa en el corazón 
de rata, se detecta un aumento de la fuerza de contracción.
A  bajas concentraciones de capsaicina (10'9 a 2 x 1CT8 M) la relación 
negativa entre los cambios porcentuales en la fuerza desarrollada y la 
frecuencia de contracción espontánea fueron significativos (Fig 12a) pero 
no se verificaron a concentraciones mayores que 2 x 10‘7 M (Fig 12b y tabla 
1). Los resultados permiten sugerir que la depresión en la fuerza 
desarrollada a bajas concentraciones es una expresión de la escalera 
negativa mientras que a altas concentraciones el efecto depresor es 
independiente de los cambios en la frecuencia de contracción.
Caps. 10* 6x10* 2x10* 7x10* 2x107 7x10‘7 2x10* 7x1 O*
r -0.584 -0.456 -0.409 -0.003 -0.029 -0.114 -0.205 -0.240
P< 0.0001 0.0005 0.0039 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
Caps.= concentración de capsaicina en M. N.S= sin diferencia estadística.
Tabla 1: Valores de los coeficientes de correlación y P para las pendientes de la 
regresión lineal obtenidas con pares de valores de los cambios porcentuales en la 
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Figura 12: Regresión lineal entre los valores de los cambios porcentuales en la 
frecuencia de contracción y los valores de los cambios porcentuales en la fuerza 
desarrollada con capsaicina 10 9M (a) y 2 x 10 7 M (b). r = coeficiente de correlación; 
el número de pares de datos utilizados para calcular la regresión es indicado en cada 
grupo; la pendiente de la regresión lineal en (a) es significativamente diferente de 
cero.
Conclusión: debido a que la capsaicina en concentraciones entre 2 y 
7 x 10'7 M tuvo un efecto cronotrópico positivo y revirtió el efecto depresor 
sobre la fuerza desarrollada en aurícula aislada de rata, la dosis 5 x 10'7M 
(0,5 pM) fue elegida para estudiar sus efectos cardioestimulatorios.
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1-2 Respuestas a la dosis de 0,5 pM de capsaicina
1-2-1 Efectos cronotrópicos, inotrópicos y lusitrópicos de la 
capsaicina 0,5 pM a frecuencia de contracción espontánea. 
Participación de los neurotransmisores liberados de las fibras 
sensibles a la capsaicina.
Se estudiaron las respuestas cronotrópicas, inotrópicas y lusitrópicas de 
aurícula aislada de rata a la dosis única de capsaicina 0,5 pM. El tiempo de 
exposición para esta dosis fue de 10 minutos. Todos los resultados están 
expresados como la variación porcentual respecto al valor control. En base a 
que la capsaicina induce la liberación de diferentes neurotransmisores de las 
terminales nerviosas sensitivas, se realizaron experimentos bloqueando la 
liberación de los mismos con rojo de rutenio. En estos protocolos se 
pretrataron las aurículas con rojo de rutenio 1 pM durante 30 minutos y luego 
se ensayó la dosis de capsaicina 0,5 pM en presencia del mismo durante 10 
minutos. Los resultados están expresados como la variación porcentual 
respecto al valor control, que en este caso es el valor del último minuto del 
tratamiento con rojo de rutenio.
La adición de la dosis única de capsaicina 0,5 pM produjo un aumento 
significativo de la frecuencia de contracción y de la fuerza desarrollada. El 
aumento de la frecuencia de contracción fue máximo (10±3%) a los 2 minutos 
de exposición a la droga y luego cayó lentamente siendo de un 4±3% a los 10
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minutos. En presencia de rojo de rutenio la capsaicina no produjo cambios 
cronotrópicos con significación estadística (fig 13).
Figura 13: Cambios inducidos por capsaicina 0,5 pM y por capsaicina 0,5 pM en 
presencia de rojo de rutenio 1 pM sobre la frecuencia de contracción. # indica diferencia 
significativa de capsaicina respecto de cero (P<0,05).
Los cambios en la fuerza desarrollada fueron más importantes y el aumento 
máximo alcanzó el 49±12 %  a los 2 minutos de exposición a capsaicina 0,5 
pM, cayendo lentamente hasta llegar a un 20±11 %  a los 10 minutos. Para esta 
dosis de capsaicina también se evaluaron los parámetros +dF/dtmax (máxima 
velocidad de la fuerza desarrollada) y -dF/dtmax (máxima velocidad de 
relajación). Se observó un aumento significativo de +dF/dt que fue máximo 
hacia los 2 minutos de exposición (50±12 % ) y se redujo a menos de la mitad
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hacia los 10 minutos (20±8 % ). El parámetro -dF/dtmax se incrementó 
significativamente a lo largo de toda la exposición; el aumento máximo fue a 
los 2 minutos (56±12 % ) y luego cayó al 30±2 %  a los 10 minutos; la caída en 
la velocidad de relajación fue menor que la caída en la velocidad de 
contracción. Se calculó la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax (índice lusitrópico) y se 
observó que disminuye a lo largo del tiempo de exposición a la capsaicina, 
evidenciando un efecto lusitrópico positivo (Fig 14).
Como se observa en la Fig 14 los efectos excitatorios producidos por 
capsaicina 0,5 pM fueron abolidos por el pretratamiento con el rojo de rutenio. 
No se registraron cambios significativos en ninguno de los parámetros 
medidos, es decir en la fuerza desarrollada, en la máxima velocidad de fuerza 
desarrollada (+dF/dtmax), en la máxima velocidad de relajación (-dF/dtmax) y en 
la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax.
Conclusiones: la exposición a la dosis única de 0,5 pM de capsaicina en 
aurícula aislada de rata verificó el efecto cronotrópico positivo descripto 
anteriormente, produjo un efecto inotrópico positivo, demostrado por el 
aumento de la fuerza desarrollada y del +dF/dtmax, y un efecto lusitrópico 
positivo, demostrado por la caída de la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax- El 
pretratamiento con un bloqueante de la liberación de neurotransmisores de las 
fibras sensitivas sensibles a capsaicina previno los efectos estimulatorios de 
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Figura 14: Cambios producidos por capsaicina 0,5 pM en ausencia (n=24) y 
presencia de rojo de rutenio (RR) 1 pM (n=5) sobre la fuerza desarrollada (primer 
panel), la máxima velocidad de la fuerza desarrollada (segundo panel), la máxima 
velocidad de relajación (tercer panel) y el índice lusitrópico, la relación +dF/dtmax/- 
dF/dtmax (cuarto panel). # indica diferencia significativa de capsaicina con respecto al 
cero (P<0,05) y * indica diferencia significativa de capsaicina respecto a rojo de 
rutenio + capsaicina (P<0,05).
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1-2-2 Respuestas a capsaicina 0,5 jiM en la aurícula latiendo a 
frecuencia de contracción constante. Efecto del bloqueo de los 
receptores de CGRP.
Para eliminar la participación del cambio de frecuencia espontánea sobre la 
respuesta contráctil se expusieron las aurículas aisladas de rata a la dosis de 
0,5 |¿M de capsaicina manteniendo la frecuencia de contracción constante (380 
latidos/minuto) mediante la estimulación de campo eléctrico. El tiempo de 
exposición a la capsaicina fue de 10 minutos y los resultados están expresados 
como la diferencia porcentual respecto al último minuto del período control. 
Teniendo en cuenta los resultados descriptos previamente, en los cuales un 
bloqueante de la liberación de los neurotransmisores inhibió los efectos 
excitatorios de la capsaicina, se realizaron protocolos utilizando un bloqueante 
específico de los receptores de C G R P  (C G R P s ^ )- Las aurículas aisladas de 
rata latiendo a frecuencia constante (380 latidos/minuto) se pretrataron con 
C G R P s-37 durante 20 minutos y luego se adicionó capsaicina 0,5 pM durante 10 
minutos en presencia del CGRPs-37- Los resultados están expresados como la 
diferencia porcentual respecto al último minuto de tratamiento con el 
bloqueante.
La dosis de capsaicina 0,5 pM aumentó significativamente la fuerza 
desarrollada alcanzando un valor máximo de 40±10 %  al minuto 2 de 
exposición a la droga. Los parámetros +dF/dtmax y -dF/dtmax también se 
incrementaron significativamente llegando a un máximo de 42±9 %  (2 min.) y
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41 ±11 %  (4 min.), respectivamente; debido a que los valores alcanzados a
lo largo de la exposición en las máximas velocidades de contracción y de 
relajación fueron semejantes, la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax no se modificó. 
Comparando estos resultados con los de las aurículas latiendo 
espontáneamente, el incremento en la fuerza desarrollada y el del +dF/dtmax 
fueron semejantes y el del -dF/dtmax fue inferior, por lo cual se perdió el efecto 
lusitrópico positivo en respuesta a capsaicina (Fig 15).
Se ensayaron tres concentraciones del bloqueante específico de receptores 
para CG RP, 0,01, 0,1 y 1 pM y los efectos estimulatorios de capsaicina 0,5 pM 
sobre la contractilidad de las aurículas marcapaseadas sólo fueron suprimidos 
por la concentración 1 pM de CGRPe-37
En la figura 15 se observa que en presencia del CGRPa-37 1 pM, la 
capsaicina no produjo modificaciones en ninguno de los parámetros medidos 
(fuerza de contracción, +dF/dtmax, -dF/dtmax y relación +dF/dtmax/-dF/dtmax) 
siendo todos los resultados significativamente diferentes de los obtenidos con 
capsaicina en ausencia del bloqueante.
Conclusiones: cuando se independizaron los efectos inotrópicos de los 
cronotrópicos (frecuencia de contracción constante), se observó que 
capsaicina 0,5 pM mantiene su efecto inotrópico positivo; sin embargo, el 
efecto lusitrópico positivo no fue significativo en estas condiciones 
experimentales. Los efectos estimulantes de capsaicina 0,5 pM sobre la 
contractilidad fueron suprimidos mediante el bloqueo de los receptores para 
C G R P  con 1 pM de CGRP&07 , lo que identifica a este neurotransmisor liberado
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por la capsaicina como el responsable de las respuestas contráctiles en la
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Figura 15: Cambios generados por capsaicina 0,5 pM en ausencia y presencia del 
bloqueante CGRP8.37 1 pM sobre la fuerza desarrollada (primer panel), la máxima 
velocidad del desarrollo de fuerza (segundo panel), la máxima velocidad de 
relajación (tercer panel) y la relación +dF/dtmax/-dF/dtmmax (cuarto panel) en aurícula 
aislada de rata latiendo a frecuencia constante. # Indica diferencia significativa de 
capsaicina respecto a cero (P<0,05) y * indica diferencia significativa de capsaicina 
respecto a CGRPM7 + capsaicina (P<0,05).
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1-2-3 Efectos excitatorios de capsaicina en condiciones de 
variación del calcio intracelular.
1-2-3-1 Cambios en la concentración de calcio externo y 
bloqueo de canales de calcio sensibles al voltaje.
Los efectos de capsaicina 0,5 pM se ensayaron a concentraciones de 
Ca2+ externo reducida a la mitad (0,67 mM) y duplicada (2,7 mM) con respecto 
al valor normal (1,35 mM). También se redujo la entrada de calcio al citosol 
mediante el bloqueo de los canales de Ca2+ activados por voltaje con verapamil 
1 pM. Los resultados se expresan como variaciones absolutas con respecto a 
los valores controles.
El aumento de la frecuencia de contracción producido por 0,5 pM de 
capsaicina fue similar en las tres concentraciones de calcio externo luego de 2 
minutos de exposición, mientras que en presencia de verapamil el efecto 
cronotrópico positivo de capsaicina fue menor. A  los 10 minutos de exposición 
de capsaicina en presencia de calcio externo elevado no se detectó un 
aumento significativo de la frecuencia de contracción espontánea (Fig 16).
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I :' -i verapamil 1 pM
[~~~1 CI2Ca 0,67 mM
Figura 16: Efectos sobre la frecuencia de contracción espontánea en aurícula aislada de 
rata inducidos por la capsaicina 0,5 ¿iM en presencia de tres concentraciones de calcio 
externo: 0,67 mM (n= 5), 1,35 mM (n= 6 ) y 2,70 mM (n= 6 ) y verapamil 1 ¿iM (n= 5), luego 
de 2  y 10  minutos de exposición.
Los resultados mecánicos de las respuestas evocadas por capsaicina 
0,5 pM en presencia de las tres concentraciones de calcio externo y del 
bloqueante de la entrada de Ca+2, se muestran en la Figura 17. El aumento de 
la contractilidad luego de 2 minutos de exposición a capsaicina fue menor en 
calcio bajo (menores incrementos en F y +dF/dtmax); los aumentos en la 
relajación (-dF/dtmax), en cambio, fueron similares en las tres concentraciones 
de calcio externo; la caída significativa en la relación (+dF/dtmax/-dF/dtmax) en 
calcio bajo evidencia un efecto lusitrópico positivo inducido por capsaicina. 
como manifestación de estas variaciones relativas en los parámetros de 
contracción y relajación. A  los 10 minutos de exposición la comparación de los 
efectos mecánicos es compleja por la significativa reducción del aumento de 
frecuencia evocado por capsaicina a calcio alto. A  pesar de la escalera positiva 
que resultaría de esta caída en la frecuencia, la contractilidad fue similar en los
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tres grupos y la relajación estuvo significativamente deprimida a calcio alto
(menor incremento de -dF/dtmax y aumento de la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax).
Las respuestas evocadas por capsaicina en presencia de un bloqueante de los
canales de Ca2+ operados por voltaje mostraron un comportamiento similar a
las producidas por la disminución en la concentración del calcio externo pero
sin alcanzar significación estadística.
L .J Vorapam it 1 pM
] CI2Ca 0,67 rrfVI 
í CI2Ca 1,35 mM
Caps. 2m in. Caps. 10min. Caps. 2m in. Cap6. 10min.
Figura 17: Efectos inducidos en aurícula aislada de rata por capsaicina 0,5 pM en 
presencia de tres concentraciones de calcio externo: 0,67 mM (n= 5), 1,35 mM (n= 6 ) y 
2,70 mM (n= 6 ) y verapamil 1 pM (n= 5), luego de 2 y 10 minutos de exposición, sobre la 
fuerza desarrollada, la máxima velocidad de desarrollo de fuerza (+dF/dtmax), la máxima 
velocidad de relajación (-dF/dtmax) y la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax. * indica diferencia 
significativa con respecto al CI2Ca 1,35 mM (control) (P<0,05).
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Conclusiones: las variaciones del calcio externo y el bloqueo de la entrada de 
Ca2+ por los canales operados por voltaje no modificaron el efecto cronotrópico 
de capsaicina. Sólo la reducción del calcio externo reduce la respuesta 
inotrópica positiva a capsaicina y aumenta el efecto lusitrópico positivo.
1 -2-3-2 Bloqueo de canales de potasio de la membrana
celular
El bloqueo inespecífico de canales de K+ con tetraetilamonio (TE A ) 1 
mM no modificó el efecto cronotrópico positivo de la capsaicina 0,5 pM a los 
dos minutos de exposición y lo disminuyó pero sin alcanzar significación 
estadística a los 10 minutos (Fig 18) sin embargo, deprimió significativamente 
la fuerza de contracción (Fig 1 9 ) .  El bloqueo específico de los canales de K +a t p  
con glibenclamida 10 pM produjo efectos similares a los de T E A  con respecto 
la respuesta cronotrópica (Fig 18) pero fue mucho más efectivo sobre la 
respuesta inotrópica (Fig 19).
Figura 18: Efectos inducidos por capsaicina 0,5 pM en presencia de TEA 1 mM (n= 6 ) y 
glibenclamida 10 pM (n= 6 ) luego de 2 y 10 minutos de exposición sobre la frecuencia de 















Caps. 2 min. Caps. 10 min.
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Figura 19: Efectos inducidos por capsaicina 0,5 pM en presencia de TEA 1 mM (n= 6 ) y 
glibenclamida 10 pM (n= 6 ) luego de 2 y 10 minutos de exposición, sobre la fuerza 
desarrollada, la máxima velocidad de desarrollo de fuerza (+dF/dtmax), la máxima 
velocidad de relajación (-dF/dt,,,«) y la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax. * indica diferencia 
significativa con respecto a CI2Ca 1,35 mM (control, n= 6 ) (P<0,05).
Conclusiones: el efecto cronotrópico positivo de la capsaicina no fue 
modificado por la presencia de T E A  ni de glibenclamida, sin embargo el efecto 
inotrópico positivo fue deprimido significativamente por la presencia de 
glibenclamida sugiriendo la participación de los canales de K a t p  en la 
respuesta inotrópica positiva inducida por la capsaicina.
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1-3 Participación de las fibras sensibles a capsaicina en los 
cambios mecánicos producidos por la acidosis metabòlica.
Está demostrado que el pH ácido es un estímulo similar a la capsaicina 
para las fibras sensitivas aferentes primarias en las cuales produce la 
liberación de neurotransmisores. El objetivo de esta parte del trabajo fue 
determinar la posible participación de los neurotransmisores liberados por las 
fibras sensitivas sensibles a la capsaicina en los cambios cronotrópicos, 
inotrópicos y lusitrópicos generados por la acidosis metabòlica en la aurícula 
aislada de rata. Se realizaron protocolos a frecuencia de contracción 
espontánea para estudiar los efectos en condiciones fisiológicas, y a frecuencia 
de contracción constante, para independizar los cambios mecánicos de los 
generados por las variaciones en la frecuencia de contracción.
1-3-1 Experimentos a frecuencia de contracción espontánea
La Fig 20 presenta los resultados de disminución en la frecuencia de 
contracción espontánea que se producen por cambiar el valor del pH de 7,4 
a 6,73 en distintas condiciones experimentales. No hubo diferencias 
significativas a lo largo de los diez minutos de la exposición a pH ácido 
entre los grupos que incluyeron: pretratamiento con capsaicina 0,5 pM, 
pretratamiento con rojo de rutenio 5 pM, pretratamiento con capsaicina y 
rojo de rutenio simultáneos y ausencia de pretratamiento. Basados en estos 
resultados, se analizaron los cambios en contractilidad excluyendo que los
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mismos sean en parte debidos a cambios significativamente diferentes de la 
frecuencia de latido espontánea entre los grupos.
Figura 20: Disminución porcentual de la frecuencia de contracción espontánea de la 
aurícula aislada de rata expuesta a pH ácido (n=5), a pH ácido luego del 
pretratamiento con capsaicina 0,5 pM (n=11), a pH ácido en presencia de rojo de 
rutenio 5 pM (n=5) y a pH ácido en presencia de rojo de rutenio 5 pM luego del 
pretratamiento con capsaicina 0,5 pM (n=5). Los valores controles de la frecuencia 
de latido figuran en el gráfico.
Se estudiaron las respuestas inotrópicas y lusitrópicas de la aurícula 
aislada de rata expuesta a pH ácido (6,73 ± 0,01; n=28) durante 10 minutos. 
Los resultados están expresados como variación porcentual respecto al 
valor control de los parámetros medidos.
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Como el pH ácido disminuyó la frecuencia de contracción espontánea,
llegando a un máximo de -37±6 %  a los 10 minutos de exposición (Fig 20) y 
debido a que el músculo cardíaco de rata cuando disminuye la frecuencia 
de latido aumenta su fuerza de contracción, fue razonable esperar que los 
cambios mecánicos evocados por la caída del pH extracelular fueran el 
resultado neto entre el efecto inotrópico negativo desarrollado por la caída 
del pH (102) y el efecto inotrópico positivo debido al fenómeno de la 
escalera negativo.
Los resultados muestran que en la aurícula aislada de rata latiendo 
espontáneamente, la disminución del pH produce un efecto inotrópico 
positivo demostrado por un aumento máximo de la fuerza de contracción 
(34±4 % ) y del +dF/dtmax (33±13 % ); el incremento en -dF/dtmax no fue 
estadísticamente significativo y no se observaron cambios lusitrópicos 
positivos (Fig 21).
Para descartar la posibilidad de que las respuestas mecánicas 
producidas por el pH ácido fuesen por la activación de las fibras 
adrenérgicas, se ensayó la disminución del pH extracelular en presencia de 
1 pM de propranolol. Bajo estas condiciones, la disminución del pH también 
produjo una respuesta inotrópica positiva con un aumento máximo de la 
fuerza de contracción de 37±9 %  y el +dF/dtmax de 26±11 %  (n=4). La caída 
de la frecuencia fue semejante a la obtenida en los experimentos 
anteriores, llegando a un máximo de -41 ±9 %  en el minuto 10 de 
exposición a bajo pH.
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Figura 21: Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido sin pretratamiento(n=12) y luego 
del pretratamiento con capsaicina 0,5 pM (n=8) en aurícula aislada de rata latiendo 
espontáneamente. Los valores controles para cada grupo fueron, respectivamente: (F)= 
6,3±0,59 y 3,98±0,73 gF/gP, +dF/dtmax= 0,94±0,16 y 0,72±0,13 gF/gP/mseg y -dF/dt«,^ 
0,7210,09 y 0,510,06 dF/gP/mseg. * indica diferencia significativa entre las medias de 
ambos grupos (P<0,05) (ANOVA, Newman Keuls test).
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Como muestra la Fig 21 en las aurículas aisladas de rata latiendo en 
forma espontánea y pretratadas con 0,5 pM de capsaicina, la disminución 
del pH no produjo aumentos ni de la fuerza de contracción ni del +dF/dtmax, 
a diferencia de lo observado en las aurículas sin pretratamiento con 
capsaicina. El -dF/dtmax disminuyó pero sin alcanzar significación 
estadística.
Estos resultados muestran que el pretratamiento con capsaicina 
disminuye la contractilidad de las aurículas expuestas a pH ácido.
Dado que tanto la capsaicina como el pH ácido activan las fibras 
aferentes primarias sensitivas liberando distintos neurotransmisores se 
realizaron dos protocolos experimentales diferentes para determinar si 
dichos neurotransmisores participan en la respuesta contráctil al pH ácido o 
si la diferencia descripta previamente es un efecto directo de capsaicina 
sobre la respuesta contráctil de las aurículas expuestas a pH ácido.
- Efectos contráctiles inducidos por el pH ácido en presencia de rojo 
de rutenio 5 pM y en presencia de rojo de rutenio 5 pM y capsaicina 0,5 
pM.
Un grupo de aurículas latiendo en forma espontánea fue pretratado 
durante 20 minutos con rojo de rutenio 5 pM y luego expuesto al pH ácido 
en presencia del mismo durante 10 minutos. El mismo protocolo pero con la 
adición de capsaicina simultáneamente al rojo de rutenio permitió comparar 
los resultados con respecto a un tercer grupo pretratado únicamente con
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capsaicina. Los resultados están expresados como la diferencia porcentual 
respecto al minuto previo del cambio a pH ácido (Fig 22).
La disminución del pH en presencia del rojo de rutenio produjo 
aumentos máximos de la fuerza de contracción (71 ±26 % ) y del +dF/dtmax 
(71 ±21 % ). Si bien el -dF/dtmax aumenta lo hace en menor proporción que el 
+dF/dtmax y la relación +dF/-dFmax/-dF/dtmax aumenta a lo largo de la 
exposición al pH ácido pero sin alcanzar significación estadística.
Los cambios inotrópicos producidos por el pH ácido en aurículas 
pretratadas con rojo de rutenio y capsaicina son muy semejantes a los 
descriptos en el párrafo anterior. Se observó un aumento significativo de la 
fuerza desarrollada (máximo 91 ±15 % ) y del +dF/dtmax (máximo 78±19 % ) 
que superó al aumento de -dF/dtmax sin cambios significativos en la relación 
entre ambas velocidades (Fig 22).
Los valores de los parámetros que evalúan cambios en la contractilidad 
obtenidos durante la exposición a pH ácido en presencia de rojo de rutenio 
con o sin capsaicina simultánea, son significativamente mayores con 
respecto a los que produce el pH ácido luego del pretratamiento con 
capsaicina.
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Figura 22: Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido con pretratamiento y 
presencia de capsaicina 0,5 pM (n=4), de rojo de rutenio 5 pM (n=5) y de rojo de 
rutenio 5 pM (RR) + capsaicina 0,5 pM (n=5) en aurícula aislada de rata latiendo 
espontáneamente. Los valores controles para los tres grupos experimentales fueron, 
respectivamente:(F)= 3,05±0,82; 3,18±0,91 y 2,97±0,30 gF/gP; +dF/dtmax= 0,71±0,18; 
0,66±0,16 y 0,71±0,06 gF/gP/mseg y -dF/dtmax = y -0,61±0,14; -0,5±0,11 y -0,53±0.06 
gF/gP/mseg. * indica diferencia significativa del pH ácido entre pretratamiento con 
capsaicina y pretratamiento con RR y @  indica diferencia significativa del pH ácido 
entre pretratamiento con capsaicina y pretratamiento con capsaicina + RR (P<0,05) 
(ANOVA, Newman Keuls test).
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Conclusiones: en aurículas aisladas de rata latiendo espontáneamente, 
la disminución del pH produjo un efecto inotrópico positivo que puede 
interpretarse como resultante del balance entre el efecto inotrópico negativo 
del pH ácido y el fenómeno de la escalera negativo, y que no puede 
atribuirse a la activación de fibras autonómicas adrenérgicas. En presencia 
de capsaicina 0,5 pM, se pierde el efecto inotrópico positivo generado por la 
caída de pH. Esto puede deberse a la acción de neurotransmisores 
liberados por capsaicina de las fibras sensitivas o a un efecto deletéreo “per 
se” de capsaicina sobre los miocitos auriculares. En presencia de rojo de 
rutenio y de capsaicina la caída de pH generó un efecto inotrópico positivo, 
es decir cuando capsaicina no puede liberar los neurotransmisores, no tiene 
efectos sobre la acción del pH ácido. Estos resultados descartan un efecto 
deletéreo de capsaicina “per se” en los resultados de disminución de la 
contractilidad por exposición a pH ácido.
1-3-2 Experimentos a frecuencia de contracción constante
- Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido en aurículas 
pretratadas con capsaicina 0,5 pM y en aurículas pretratadas con rojo 
de rutenio 5 pM.
Las aurículas aisladas de rata latiendo a frecuencia constante fueron 
pretratadas durante 10 minutos con capsaicina 0,5 pM y luego expuestas a 
pH ácido durante 10 minutos en ausencia de c^>$aicina. En estas
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condiciones, las terminales nerviosas sensitivas serían estimuladas,
primero por la capsaicina y subsecuentemente por el cambio de pH. Los 
resultados están expresados como la diferencia porcentual respecto al 
último minuto del pretratamiento con capsaicina.
En este protocolo la caída de pH extracelular provocó un efecto 
inotrópico negativo; la depresión tanto de la fuerza desarrollada como del 
+dF/dtmax llegó a un máximo de -43±1 %  y -45±2  %  respectivamente al 
minuto 10. El -dF/dtmax cayó a lo largo de la exposición al pH ácido (máximo 
-47±2  % ) (Fig 23) pero no se observaron cambios en la relación +dF/- 
dF max/“dF /dtmax-
Otro grupo de aurículas aisladas de rata mantenidas a frecuencia de 
contracción constante fueron pretratadas con rojo de rutenio 5 pM durante 
20 minutos y luego expuestas a pH ácido en presencia del colorante 
durante 10 minutos. Los resultados están expresados como la diferencia 
porcentual respecto al último minuto del tratamiento con rojo de rutenio.
Se observó que en presencia del rojo de rutenio, que bloquea la 
liberación de los neurotransmisores de las terminales nerviosas sensitivas, 
la disminución del pH produjo una depresión de la contractilidad (máxima 
caída de la fuerza de contracción -21  ±6 %  y del +dF/dtmax -24±7 %  a los 10 
minutos) y relajación auricular (máxima caída de -dF/dtmax -20±5  % ) 
significativamente menor respecto al grupo anterior donde fue estimulada la 
liberación del neurotransmisor (Fig 23). Cuando fueron comparados, luego 
de los 10 minutos de exposición a pH ácido, los valores de la relación 
+dF/dtmax/-dF/dtmax se observó un aumento de la relajación en presencia del
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rojo de rutenio (pretratamiento con capsaicina 4,4±1,6 %  vs. -3,5±2,8 %
en pretratamiento con rojo de rutenio respectivamente, p<0,05).
Figura 23: Cambios mecánicos inducidos por el pH ácido con pretratamiento de 
capsaicina 0,5 pM (n=5) y con pretratamiento y presencia de rojo de rutenio 5 pM (n=6) 
en aurícula aislada de rata latiendo a frecuencia de contracción constante. Los valores 
controles para pH ácido pretatado con capsaicina y pH ácido pretratado con RR fueron, 
respectivamente: (F)= 3,69±0,32 y 4,09±1,11 gF/gP; +dF/dtmax= 0,38±0,03 y 0,87±0,24 
gF/gP/mseg y -dF/dtm^ -0,34±0,03 y -0,63±0,17 gF/gP/mseg. * indica diferencia 
significativa entre las medias de ambos grupos (P<0,05) (ANOVA, Newman Keuls test).
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- Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido y por el pH ácido en 
presencia de CGRP8-3 7 1 nM.
Debido a que el rojo de rutenio inhibe la liberación de CG R P  inducida 
por el pH ácido (27), fue posible postular que este neurotransmisor podría 
jugar un rol en la respuesta mecánica de la aurícula expuesta a pH ácido.
En la Fig 24 se muestran los resultados mecánicos en situación control 
(sin cambio de pH) y en dos protocolos con exposición a pH ácido, uno de 
ellos en presencia de CGRPs -37 1 pM, un bloqueante específico de los 
receptores del CG RP. Los resultados están expresados como la variación 
porcentual de los parámetros medidos respecto a su valor control, el minuto 
previo al cambio de pH.
La disminución del pH en aurículas latiendo a frecuencia constante 
produjo un efecto inotrópico negativo que se verificó por la caída 
significativa, a partir del minuto 6 de exposición, tanto de la fuerza 
desarrollada como del +dF/dtmax, llegando a un máximo en el minuto 10 
(-30±6 %  y -32±6  % , respectivamente). Estos valores son menores que los 
producidos por el pH ácido en presencia de capsaicina (Fig 22), 
coincidiendo con los resultados obtenidos a frecuencia espontánea en el 
sentido de que capsaicina contribuye a deprimir la contractilidad durante la 
exposición a pH ácido. El -dF/dtmax también disminuyó a lo largo de la 
exposición (máximo -39±7 %  al minuto 10) pero el lusitropismo no se vió
afectado.
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En el grupo control en el cual las aurículas latiendo a frecuencia constante 
fueron expuestas, luego del período control, a pH normal durante 10 
minutos no se presentan cambios significativos en ninguno de los 
parámetros mecánicos medidos.
Las aurículas aisladas de rata marcapaseadas y pretratadas con 
CGRPe-37 1 pM durante 10 minutos fueron expuestas a pH ácido en 
presencia del bloqueante durante 10 minutos adicionales. Los resultados 
están expresados como la diferencia porcentual respecto al último minuto 
del pretratamiento con CGRPe-37-
Los resultados coinciden con los obtenidos en presencia del rojo de 
rutenio, es decir en presencia del bloqueante, se atenuaron 
significativamente la depresión de la fuerza de contracción, del +dF/dtmax y 
del —dF/dtmax (máximo -9±1 % , -18±5 %  y -7 ± 2  %  respectivamente al 
minuto 10) comparando con las caídas en estos parámetros producidas por 
el pH ácido en ausencia del mismo (Fig 24).
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Figura 24: Cambios mecánicos inducidos por el pH ácido (n=6), por el pH ácido con 
pretratamiento y presencia de CGR P^r 1 pM (n=4) y en experimentos controles sin 
cambios de pH (n=8) en aurícula aislada de rata latiendo a frecuencia de contracción 
constante. Los valores controles para pH ácido, para pH ácido con pretratamiento con 
CGRP8^ 7 y ausencia de cambios de pH fueron, respectivamente: (F)= 3,76±0,56; 
4,91 ±0,45 y 7,23±0,57 gF/gP; +dF/dtmax= 0,39±0,05; 0,51±0,04 y 0,73±0,06 gF/gP/mseg y - 
dF/dtmax2 -0,40±0,08, -0,4410,04 y -0,6910,06 gF/gP/mseg. * indica diferencia significativa 
entre control y pH ácido, # entre control y CGRP8.37 + pH ácido y @  entre pH ácido y 
CGRP8.37 + pH ácido (P<0,05) (ANOVA, Newman Keuls test).
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- Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido en aurículas 
pretratadas con capsaicina 0,5 pM seguido de dos lavados 
consecutivos
Si el C G R P  liberado por capsaicina se halla presente y/o sus efectos 
son perdurables durante la exposición al pH ácido contribuyendo a deprimir 
la contractilidad auricular es posible que la exposición a pH ácido luego de 
pretratar las aurículas con capsaicina y realizar dos lavados consecutivos 
con Ringer sin capsaicina elimine este efecto. Aurículas aisladas de rata 
mantenidas a frecuencia de contracción constante fueron pretratadas con 
capsaicina 0,5 pM, luego expuestas dos veces consecutivas a solución 
Ringer sin capsaicina durante 10 minutos cada vez y por último a pH ácido 
durante otros 10 minutos (n=4). Los resultados están expresados como la 
diferencia porcentual respecto a los valores registrados en el último minuto 
del segundo lavado.
Los efectos mecánicos provocados por el pH ácido luego del 
pretratamiento con capsaicina y los dos lavados consecutivos fueron 
similares a los de las aurículas expuestas únicamente al pH ácido. Los 
cambios porcentuales a los 10 minutos de exposición al pH ácido de los dos 
protocolos fueron -29±9  vs -30±6 %  para la fuerza desarrollada, -30±2 vs -  
32±6 %  para +dF/dtmax y -33±12 vs -3 8  ±7 %  para -dF/dtmax-
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- Efectos mecánicos inducidos por el pH ácido en aurículas 
pretratadas con isoproterenol 0,01 pM
Teniendo en cuenta que el CG R P  aumenta los niveles de AMPc 
intracelular se trató de imitar sus efectos sobre las respuestas mecánicas 
auriculares al pH pretratando las preparaciones con isoproterenol 0,01 pM 
durante 10 minutos y luego exponiéndolas a pH ácido durante 10 minutos. 
Los resultados están expresados como la diferencia porcentual respecto a 
los valores del último minuto de exposición al isoproterenol.
Se observó que la disminución del pH luego del pretratamiento con 
isoproterenol disminuyó la fuerza de contracción, el +dF/dtmax y el -dF/dtmax 
de manera similar a lo obtenido con el pretratamiento con capsaicina 
(efecto máximo al minuto 10: F = -45 ± 11 %  vs -43 ± 1 % , +dF/dtmax = -50 ± 
10 %  vs -45 ± 2 %  y -dF/dtmax = 53 ± 9 %  vs 47 ± 2 % ).
Conclusiones: en aurículas mantenidas a frecuencia constante, es 
decir, en las que no hay cambios mecánicos generados por cambios en la 
frecuencia de contracción, se evidenció un efecto inotrópico negativo 
inducido por el pH ácido. Los resultados demuestran que de los diferentes 
neurotransmisores liberados por la capsaicina de las terminales nerviosas 
sensitivas, el CG R P  es el que contribuye a deprimir la contractilidad de las 
aurículas expuestas a pH ácido, posiblemente por un mecanismo
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relacionado con el aumento del AM PC que produce este neurotransmisor ya 
que el pretratamiento con isoproterenol evoca efectos similares.
2- EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLÓGICOS '
2-1 Efectos de la capsaicina sobre corrientes de sodio sensibles a 
tetrodotoxina.
La estabilidad de la corriente control fue evaluada luego de ser obtenida 
la configuración de célula entera, aplicando varios pulsos únicos 
despolarizantes de 20-ms de duración desde un potencial de mantenimiento de 
-100 mV hasta un potencial de -40 mV. Luego se perfundió con un medio 
extracelular conteniendo capsaicina 0.4 pM o 4 pM, repitiendo a cada 
concentración el mismo protocolo que en la situación control. Ambas 
concentraciones de capsaicina redujeron significativamente la amplitud de la 
corriente macroscópica de sodio (lNa) siendo la disminución del 49 ± 7 %  para 
0.4 |iM (n=11, P<0.05, test de t de Student para muestras apareadas) y del 72 
± 13 %  para 4 pM (n=4, P<0.05, test de t de Student para muestras apareadas)
(Fig 25).
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Figura 25: Efectos de capsaicina 0,4 y 4 pM sobre la 1^ inducida por un pulso 
despolarizante desde -100 mV a -40 mV en las células auriculares de rata. El panel de la 
izquierda muestra registros superpuestos en condiciones control y en presencia de la 
capsaicina. El panel de la derecha representa el efecto bloqueante de capsaicina 0,4 y 4 
pM sobre el pico de la corriente de Na a un potencial de -40 mV en función del tiempo.
Con el fin de investigar si la capsaicina producía un bloqueo 
dependiente del estímulo en adición al bloqueo tónico observado, se realizó el 
siguiente protocolo: en células perfundidas con SE, se aplicaron 20 pulsos 
despolarizantes de 1 segundo en forma continua (5 Hz) desde un potencial de 
mantenimiento (PM) de -1 0 0  mV hasta un potencial de -20 mV; una vez 
interrumpido el tren de pulsos se perfundió capsaicina 0.4 pM. El bloqueo 
tónico se ensayó con pulsos que despolarizaron desde un PM de -1 0 0  mV 
hasta -40 mV (uno cada 30 segundos) y cuando se obtuvo una inhibición 
estable de la iNa, se aplicaron nuevamente 20 pulsos despolarizantes hasta -2 0
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mV a una frecuencia de 5 Hz. Los resultados obtenidos utilizando este 
protocolo mostraron que durante la aplicación de los pulsos despolarizantes en 
ausencia de capsaicina, la amplitud de la In3 no cambió y que capsaicina 0.4 
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Figura 26: La capsaicina 0,4 pM no produce ningún bloqueo adicional del tipo 
dependiente del uso sobre la lNa cuando un tren de pulsos despolarizantes hasta -20 mV 
fue aplicado a una frecuencia de 5 Hz. La amplitud de lNa está expresada como un valor 
relativo al de lNa control y graficada en función del número de pulsos. Los puntos son 
valores promedios ± error estandard en la condición control (n=6) y en presencia de un 
bloqueo tónico estable inducido por capsaicina 0,4 pM (n=5).
- Efectos de capsaicina sobre la inactivación de la \ua
Se estudió el fenómeno de inactivación de la In3 realizando el mejor 
ajuste de la fase de decaimiento de la In9 generada con pulsos despolarizantes 
desde un PM de -1 0 0  mV a -4 0  mV. La fase de decaimiento de la lNa se ajustó
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mediante una ecuación que describe una función exponencial simple 
obteniendo el valor de la constante del tiempo de inactivación (x ¡nact)- En la Fig 
27 se muestra que la capsaicina 0.4 pM, a -4 0  mV, aumentó significativamente 
el valor del Tjnact de la iNa (control, 1.53 ± 0.16 mseg; capsaicina, 1.88 ± 0.23 




















Figura 27: Efecto de capsaicina 0,4 pM en el desarrollo de la inactivación de lNa evocada 
por un pulso despolarizante desde -100 mV a -40 mV en células auriculares de rata. 
Panel superior: Registros típicos de lNa con la curva de ajuste superpuesta. Panel 
inferior: Barras que representan el valor promedio ± 1 error estandard de la constante de 
tiempo de decaimiento de la inactivación (tjnac) * indica p< 0,05 por test de t de Student 
para muestras apareadas.
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Figura 28: medida en el curso del tiempo de la recuperación de la inactivación en 
ausencia y presencia de capsaicina 0,4 pM. Los puntos son valores promedios ± error 
estandard de la amplitud del pico de la corriente de Na, evocada por un pulso hasta -20 
mV, normalizada a la lNa obtenida por cada pulso condicionante de 1 seg despolarizante 
hasta -20 mV y graficada en una escala lineal como función del tiempo de intervalo. Los 
datos fueron ajustados con una función exponencial simple tanto en condición control 
como después de un bloqueo estable con capsaicina 0,4 pM.
2-2 Respuestas mecánicas a la capsaicina y la tetrodotoxina (TTX)
La Fig 29 muestra registros típicos de la fuerza desarrollada y su 
primera derivada en situación control y luego de exponer a la aurícula a 
capsaicina 1 pM (panel izquierdo) o a tetrodotoxina 1 pM (panel derecho).
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También se investigó el efecto de capsaicina 0.4 pM sobre el tiempo de 
recuperación de la inactivación utilizando un protocolo estándar de doble pulso. 
A  efectos de alcanzar la inactivación, desde un PM de -1 0 0  mV un pulso 
condicionante de un seg que despolarizó hasta -2 0  mV fue seguido por un 
tiempo de recuperación variable a -1 0 0  mV y luego se aplicó un pulso de 
prueba de 10 mseg a -2 0  mV. En todos los experimentos, el par de pulsos se 
aplicó a 0.1 Hz, y solo fueron considerados para el análisis de datos aquellos 
experimentos donde el pico de amplitud de la lNa evocada por el pulso 
condicionante fue estable. Este protocolo se realizó en la condición control y 
luego del efecto inhibitorio estable de la capsaicina. La amplitud del pico de la 
INa generada por el pulso de prueba se normalizó con el obtenido con cada 
pulso condicionante y se gráfico en función del tiempo de recuperación en una 
escala lineal. Los datos obtenidos se ajustaron mediante una función 
exponencial simple tanto en la condición control como en presencia de 
capsaicina 0.4 |iM. El panel izquierdo de la Fig 28 muestra las curvas 
obtenidas con los valores medios correspondientes a cada tiempo de 
recuperación. En el panel derecho se observa que la capsaicina aumenta 
significativamente la constante del tiempo medio de recuperación de la 
inactivación (TreCup) (39 ± 10 mseg versus 63 ± 16 mseg, n=5, P<0.05 test de t 
de Student para muestras apareadas).
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control
Figura 29: efecto depresor de capsaicina 1 pM y TTX  1 pM sobre la contractilidad 
auricular.
Se estudiaron las respuestas mecánicas a dosis crecientes de 
capsaicina (10‘9 M a 10‘5 M) en presencia de rojo de rutenio 5 pM en aurícula 
izquierda aislada de rata, latiendo a frecuencia de contracción constante, 
mediante estimulación con campo eléctrico (324 lat/min). Se realizó un 
pretratamiento durante 20 minutos con rojo de rutenio 5 pM y luego se 
adicionaron las dosis crecientes de capsaicina en presencia del colorante. El 
tiempo de exposición a cada dosis de capsaicina fue de 3 minutos y los 
resultados están expresados como la diferencia porcentual respecto al valor 
control, que en este caso es el último minuto de exposición al rojo de rutenio.
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La contractilidad de la aurícula aislada de rata disminuye a medida que 
aumenta la concentración de capsaicina ensayada, llegando a un máximo de -  
25±4 %  y de -24±4 %  para la fuerza desarrollada y +dF/dtmax, respectivamente, 
en la dosis 1CT5 M. La velocidad de relajación disminuye en la misma 
proporción, alcanzando un máximo de -25±4 %  en la misma dosis.
Debido a que la depresión de la contractilidad inducida por la capsaicina 
puede estar asociada a su efecto inhibidor sobre la In3 se estudiaron las 
respuestas mecánicas de las aurículas izquierdas marcapaseadas a dosis 
crecientes de TTX , un bloqueante de los canales rápidos de sodio. Las dosis 
ensayadas variaron de 10'9 a 3 x 10'6 M con un tiempo de exposición de 3 
minutos para cada dosis y los resultados están expresados como la diferencia 
porcentual respecto al último minuto del control. La T T X  deprimió la 
contractilidad en forma dosis dependiente alcanzando una caída máxima en la 
fuerza desarrolla de -26±1 %  y del +dF/dtmax de -27±1 %  a la mayor dosis 
ensayada (3 x 10'6 M). La disminución del -dF/dtmax también fue semejante a la 
obtenida en el protocolo anterior, con una caída máxima de -27±1 %.
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Figura 30: Curvas dosis respuesta a capsaicina en presencia de rojo de rutenio 5 pM (n= 
4) y TTX  (n= 5) en aurícula izquierda aislada de rata estimulada eléctricamente a 356 
lat/min.
D is c u s ió n
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DISCUSIÓN
Las respuestas cronotrópicas e inotrópicas a capsaicina
El primer objetivo de este trabajo fue determinar en la aurícula aislada de 
rata a qué concentraciones de capsaicina se producen efectos inotrópicos 
positivos o negativos, y cúal es la relación de los mismos con el cambio de 
frecuencia de contracción espontánea; esta relación no ha sido analizada 
previamente y es la que evidenciará qué cambios en la actividad cardíaca 
produce la estimulación de las fibras sensitivas aferentes sensibles a la 
capsaicina en condiciones fisiológicas.
La adición acumulativa de capsaicina aumentó la frecuencia de 
contracción no más del 15% del valor control; este efecto cronotrópico positivo 
comenzó a 7 x 10"8 M, fué máximo a 2 x 10'7 M y no se detectó a partir de la 
misma hasta la mayor concentración ensayada (7 x 10"6 M). Las 
concentraciones menores (10‘9 y 7 x 1CT8 M) causaron una depresión de la 
fuerza desarrollada que se correlacionó significativamente con el aumento de 
frecuencia, es decir que puede ser interpretado como una expresión del 
fenómeno de la escalera negativa característica del corazón de rata. 
Concentraciones similares de capsaicina ensayadas en el corazón aislado de 
cobayo, que posee escalera positiva, producen un aumento en la contractilidad 
(39, 42).
Capsaicina a la concentración de 2 x 10'7 M indujo un aumento 
sostenido de la frecuencia de contracción mientras que la fuerza recuperó los 
valores controles, indicando que esta concentración de capsaicina revierte el
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fenómeno de la escalera negativa, y sugiriendo que es la necesaria para que 
se evidencie el efecto inotrópico positivo de capsaicina en aurícula aislada de 
rata latiendo en forma espontánea. Esto fué demostrado ensayando una 
concentración de 5 x 10'7 M de capsaicina que produjo simultáneamente un 10 
%  de aumento de la frecuencia de contracción espontánea, un 50% de 
aumento del +dF/dtmax.- y un efecto lusitrópico positivo detectado por una 
disminución del 20%  en la relación +dF/dtmax/-dF/dtmax. Estos efectos crono, ¡no 
y lusitrópico positivos están evocados por la liberación de neurotransmisores 
desde las terminaciones nerviosas sensitivas aferentes primarias presentes en 
la preparación auricular aislada; las evidencias para sostener este origen 
surgen de los resultados en los que capsaicina en presencia de rojo de rutenio, 
un bloqueante del canal catiónico que media la liberación de neurotransmisores 
en las terminaciones nerviosas aferentes primarias, no aumenta 
significativamente la frecuencia de contracción ni la fuerza desarrollada. 
Respecto a los efectos depresores de la contracción inducidos por capsaicina, 
es posible postular que dependen de la escalera negativa a concentraciones 
bajas de capsaicina y serían directos sobre los miocitos auriculares a las 
concentraciones más elevadas. Un efecto directo de capsaicina sobre los 
miocitos cardíacos ha sido postulado en preparaciones de aurícula de cobayo 
(41), en músculos papilares de rata (45) y en corazones perfundidos de rata 
(38). Recientemente, se han presentado evidencias de que el efecto inotrópico 
negativo de la capsaicina en el corazón perfundido de rata está relacionado con 
la vasoconstricción coronaria que produce la endotelina presente como 
neurotransmisor en las fibras sensoriales aferentes y liberada por la capsaicina 
(13). Como nuestras preparaciones no dependen de la perfusión coronaria es
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posible sugerir que la depresión en la contractilidad sea un efecto directo de la 
capsaicina posiblemente relacionado con modificaciones en el potencial de 
acción como han propuesto previamente otros autores (41). La concentración 
intermedia que revierte el efecto depresor en nuestros experimentos ha sido 
descripta como inotrópica negativa en músculos papilares aislados de rata (45); 
sin embargo no lo es en la aurícula aislada de rata ya que no observamos 
caída en la fuerza de contracción cuando bloqueamos la liberación de 
neurotransmisores por la presencia de rojo de rutenio.
El aumento del inotropismo causado por la capsaicina fué también 
observado en las preparaciones marcapaseadas a frecuencia de contracción 
constante de 380 latidos por minuto, un valor que comprobamos 
experimentalmente era capaz de superar el efecto cronotrópico positivo de la 
capsaicina. El aumento en la contractilidad fue similar al observado a 
frecuencia de contracción espontánea para la misma concentración de 
capsaicina. El aumento en la velocidad de relajación no superó al de la 
velocidad de contracción por lo que en estas condiciones de marcapaseo no se 
observó efecto lusitrópico positivo. Una posible explicación para este resultado 
es que la elevada frecuencia de marcapaseo limite la respuesta del retículo 
sarcoplásmico (R S) en el proceso de relajación; se sabe que en el miocardio de 
rata la relajación es altamente dependiente del RS y que el aumento de 
frecuencia por encima de valores de 4-5 Hz no favorece una mayor actividad 
del SR para acelerar la relajación (103).
En estas condiciones experimentales comprobamos que el CGRP, 
neurotransmisor liberado desde las terminaciones sensitivas sensibles a la 
capsaicina es responsable del aumento de contractilidad y relajación en
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aurícula aislada de rata, dado que no se detectaron estas respuestas con 
capsaicina en presencia de CGRPa-37, un bloqueante de los receptores para 
este péptido neurotransmisor. En nuestra preparación aislada, no perfundida, la 
putativa liberación de endotelina debería producir efectos crono e inotrópicos 
positivos que se sumarían a los del C G R P  y que serían bloqueados por la 
inhibición de la liberación de neurotransmisores en presencia de rojo de 
rutenio. Estos resultados descartan la participación de la endotelina, en el caso 
de que fuera liberada junto con C G R P  en el tejido auricular de rata, como 
responsable, al menos parcial, de las respuestas inotrópicas positivas 
inducidas por la capsaicina.
La liberación de C G R P  producida por capsaicina 10'6 M ha sido medida 
en el corazón aislado de cobayo (44, 98) y de rata (13). Algunas diferencias 
sutiles han sido descriptas en la sensibilidad de los receptores de C G R P  sobre 
la base de que algunos fragmentos de C G R P  antagonizan el efecto inotrópico 
positivo pero no el cronotrópico positivo. Los efectos de la capsaicina son 
transitorios y muestran un decaimiento significativo dentro de los 10 minutos de 
exposición; un decaimiento similar en el aumento de la fuerza desarrollada 
producido por exposición a C G R P  se observa en el corazón de cobayo (44) y 
en la aurícula de rata (37) lo cual sugiere que la variación de la contractilidad 
observada en el transcurso del tiempo de exposición a capsaicina sería 
inherente al neurotransmisor liberado. Se conoce que este neurotransmisor 
activa la adenilato ciclasa en músculo cardíaco (37) y en músculo liso (104). La 
participación del AM Pc en el efecto inotrópico positivo inducido por la 
capsaicina fue inicialmente controvertida. Sin embargo hay evidencias que 
demuestran que el cronotropismo positivo se debe a cambios en la actividad de
Discusión 79
canales de Ca2+ de tipo L inducidos por el AMPc (105). Por otra parte en 
miocitos ventriculares de rata el aumento transitorio de Ca2+ intracelular 
inducido por C G R P  depende de la entrada de Ca2+ externo a través de estos 
canales y no se produce en presencia de un bloqueante de proteína quinasa 
dependiente de AM Pc (PKA) (106). La participación del retículo sarcoplásmico 
en el aumento transitorio de Ca2+ interno que produce el C G R P  fue demostrada 
pretratando las aurículas con cafeína; en estas condiciones, que presuponen 
un retículo sarcoplásmico con menor contenido de Ca2+, el C G R P  produce un 
menor incremento transitorio del Ca2+ intracelular (106). El C G R P  también 
aumenta la velocidad a la cual este aumento de Ca2+ transitorio retorna a sus 
valores básales en cada contracción, efecto abolido por un bloqueante de PKA 
y posiblemente relacionado con la fosforilación de fosfolamban vía PKA o vía 
Ca-calmodulina inducida por el aumento del nivel de Ca2+ intracelular; la 
fosforilación de fosfolamban por ambas vías aumenta la velocidad de 
recaptación de Ca2+ por el retículo sarcoplásmico (107). En nuestros 
experimentos demostramos que la capsaicina induce un efecto lusitrópico 
positivo evidenciado por la disminución de la relación entre máxima velocidad 
de contracción/máxima velocidad de relajación. Este es un efecto característico 
de las intervenciones inotrópicas que aumentan el nivel de AM Pc intracelular 
(108, 109) y estaría mediado por la activación de adenilato ciclasa a través del 
CGRP.
La variación del Ca2+ extracelular podría modificar la cantidad del 
neurotransmisor liberado por capsaicina (13) y/o las respuestas cronotrópica e 
inotrópica positivas de la aurícula a este neurotransmisor. Nuestros resultados 
muestran que la duplicación de la concentración de Ca2+ externo potenció
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levemente el incremento de la contractilidad pero no la estimulación de la 
relajación inducidos por capsaicina por lo cual el efecto lusitrópico positivo a 
capsaicina dejó de ser evidente. Sin embargo, la reducción del Ca2+ externo, o 
la presencia de un bloqueante de los canales de Ca2+ en menor medida, 
disminuyó el efecto inotrópico positivo como era esperable para efectos 
mediados por el C G R P  con participación de canales de Ca2+ operados por 
voltaje (106); los incrementos en la relajación inducidos por capsaicina no 
fueron disminuidos por el bajo Ca2+ externo dando como resultado un efecto 
lusitrópico positivo significativamente mayor que el evocado por capsaicina a 
Ca2+ externo normal. Estos resultados sugieren que la actividad del RS estaría 
menos inhibida por la baja concentración de Ca2+ externo que los mecanismos 
del desarrollo de fuerza. El aumento de la frecuencia espontánea a los dos 
minutos de exposición a capsaicina no fue afectado en forma significativa por la 
duplicación de la concentración de Ca2+ ni por la reducción a la mitad, 
sugiriendo que estas condiciones no modifican la cantidad de neurotransmisor 
liberado; a los 10 minutos los incrementos de la frecuencia disminuyen en los 
cuatro grupos pero los valores no alcanzan a ser significativamente diferentes 
entre ellos.
Bloquear los canales de K+ con T E A  1 mM disminuyó el aumento de 
frecuencia inducido por capsaicina, sin alcanzar significación estadística. Este 
efecto podría justificarse, al haber un cierto grado de bloqueo de canales de K+ 
que impide la manifestación dependiente de la activación de adenilato ciclasa 
sobre la salida de K+ que contribuye a la actividad marcapaso (110). Los 
aumentos de la contractilidad y la relajación inducidos por capsaicina fueron 
deprimidos pero en forma no significativa por la presencia simultánea de T E A  1
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mM, si bien la depresión en relajación fue más pronunciada y suprimió el efecto 
lusitrópico positivo. El bloqueante de los canales de K+ dependientes de ATP, 
glibenclamida, abolió la respuesta mecánica a capsaicina, efecto que no sería 
por alteración en la liberación del neurotransmisor ya que simultáneamente 
capsaicina causa un efecto cronotrópico positivo de igual magnitud al evocado 
en ausencia de glibenclamida. Reportes previos han presentado evidencias de 
que la glibenclamida no modifica la liberación de C G R P  inducida por la 
capsaicina (111). Estos resultados sugieren una interferencia del bloqueante de 
los canales de K a t p  a posteríorí del aumento del AM Pc intracelular tal como se 
ha demostrado en los efectos vasodilatadores del C G R P  descriptos en la 
literatura, los cuales se inhiben con glibenclamida porque mediante el bloqueo 
del canal se impide que el AM Pc active el mismo ( 1 1 2 ) .  En nuestras 
preparaciones la difusión del oxígeno no depende de la perfusión por lo que el 
bloqueo de un efecto vasodilatador del C G R P  no tiene consecuencias sobre el 
estado inotrópico. Si bien no es posible proponer un mecanismo de acción por 
el cual la glibenclamida produce el bloqueo de los efectos del neurotransmisor 
que libera la capsaicina el hallazgo es interesante ya que el mecanismo 
cardioprotector de los activadores de los canales de K a t p  ( 1 1 3 )  y 
cardiodepresor de los inhibidores del mismo (114) podrían estar relacionados 
no sólo a sus efectos sobre el tono vascular coronario sino a la potenciación e 
inhibición respectivamente de los efectos de C G R P  y/o de otros inotrópicos 
positivos que utilicen el AMPc como segundo mensajero en el músculo 
cardíaco.
Es conocido que la liberación de C G R P  también puede ser estimulada 
por el pH ácido y la isquemia ( 2 8 ,  9 8 )  y que este estímulo actúa a través del
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mismo receptor sensible a capsaicina ya que la capsazepina, bloqueante 
específico de los mismos, y el rojo de rutenio, bloqueante de su liberación, 
inhiben este efecto del pH ácido (28, 30). Un objetivo de este trabajo fue 
determinar los efectos cronotrópicos e inotrópicos producidos por la liberación 
de C G R P  en la aurícula aislada expuesta a acidosis metabòlica. En estas 
preparaciones de aurículas aisladas de rata el pH ácido disminuye la frecuencia 
de contracción espontánea y aumenta la contractilidad por la relación negativa 
fuerza-frecuencia de contracción, dado que, a frecuencia constante la acidosis 
produce un claro efecto inotrópico negativo. Pretratando las aurículas con 
capsaicina el pH ácido causa una caída similar en la frecuencia espontánea 
pero no aumenta significativamente la contractilidad sugiriendo que la 
liberación de C G R P  podría aumentar el efecto inotrópico negativo del pH bajo. 
En el mismo sentido, en las aurículas pretratadas con capsaicina y mantenidas 
a frecuencia de contracción constante, el pH ácido produjo un efecto inotrópico 
negativo mayor que en ausencia de capsaicina. Además, el bloqueo de la 
liberación de neurotransmisores de las fibras sensitivas aferentes primarias con 
rojo de rutenio aumentó el efecto inotrópico positivo del pH ácido en las 
aurículas latiendo a frecuencia espontánea, sin y con exposición previa a 
capsaicina. Estos resultados sugerían que la supresión de la liberación de 
CG R P  deja expresar aún más el aumento en la contractilidad por la escalera 
negativa resultante de la caída de la frecuencia inducida por el pH ácido. En 
conjunto los resultados permitían sugerir que la liberación de C G R P  contribuía 
en producir el efecto inotrópico negativo de la acidosis metabòlica. Esta 
hipótesis fue comprobada con los experimentos en los cuales se demostró que 
un bloqueante de los receptores de CG RP, el CGRPs-37, inhibe
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significativamente la depresión en la contractilidad causada por el pH ácido. Un 
efecto similar fue obtenido por el pretratamiento con una concentración de 
isoproterenol que activaba la contractilidad en un nivel similar al evocado por la 
capsaicina.
La acidosis intracelular y el aumento de AMPc causado por el CG R P  
pueden afectar en forma sinergística u opuesta a diversos mecanismos que 
participan en la contracción y relajación miocárdicas. El pH ácido acorta la 
duración del potencial de acción (116) y el C G R P  lo alarga (44); el pH ácido 
inhibe la entrada de Ca2+ por canales operados por voltaje (117) y el C G R P  la 
estimula (105); el pH ácido disminuye la captación de Ca2+ en vesículas de SR 
e inhibe su liberación (118) y el C G R P  a través de activar la PKA puede 
aumentar la fosforilación de fosfolamban y la captación de Ca2+ (119); sin 
embargo, en el corazón perfundido de rata esta fosforilación es potenciada por 
la acidosis (120). El principal efecto sinergístico residiría en la disminución de la 
afinidad de la troponina por el Ca2+ producida tanto por el pH ácido (121, 122) 
como por la fosforilación dependiente de PKA ( 123) y podría ser la causa de la 
mayor depresión en la contractilidad causada por los dos estímulos 
simultáneos.
Estos resultados permiten sugerir que las fibras aferentes primarias 
sensibles a la capsaicina pueden participar en la contractilidad auricular a 
través de la liberación de C G R P  y codeterminarla en situaciones de exposición 
de la aurícula a acidosis metabòlica. El vaciamiento de estas fibras por 
estimulación previa podría explicar en parte el mejoramiento contráctil que se 
ha observado durante la reperfusión posisquémica (46) o como mecanismo de 
precondicionamiento (48).
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Los efectos de capsaicina sobre la In8 v s u  relación con la depresión 
directa de la contractilidad
Los resultados obtenidos en la respuesta mecánica de aurícula aislada a 
dosis aditivas de capsaicina mayores de 1 pM, que muestran una depresión en 
la contractilidad en forma independiente del fenómeno de la escalera negativo, 
permitieron sugerir que este efecto fuese debido a la acción directa de la 
capsaicina sobre el tejido auricular. Basados en que la capsaicina reduce la 
velocidad de desarrollo de la fase 0 del potencial de acción (41) investigamos 
los efectos de la capsaicina sobre la corriente rápida de Na+ y su correlación 
con una acción inotrópica negativa directa.
El principal resultado de este estudio fue demostrar que la capsaicina 
tiene la capacidad de inhibir las corrientes de sodio rápidas activadas por 
voltaje en células aisladas de aurícula de rata. Si bien ya se había demostrado 
que capsaicina bloqueaba la iNa en neuronas aisladas del ganglio de la raíz 
dorsal de cobayo y pollo (124) y en axón gigante de calamar (125), aún no 
había sido investigado el efecto de capsaicina sobre la lNa en células cardíacas 
aisladas.
En nuestras condiciones experimentales, capsaicina 0.4 pM disminuyó 
en un 49 %  la amplitud del pico de la corriente rápida de sodio sensible a T T X  
medida a -4 0  mV, y en un 72 %  cuando se aumentó diez veces la 
concentración (4 pM). Además de la reducción de la amplitud de la lNa también 
observamos que capsaicina 0.4 pM enlenteció la inactivación de esta corriente, 
y utilizando protocolos apropiados fue posible demostrar que capsaicina 0.4 pM 
aumentó significativamente la constante del tiempo de recuperación de la
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inactivación de la In3. Ambos efectos de la capsaicina sobre la In3 pueden 
justificar una reducción de la amplitud del potencial de acción.
Las propiedades del efecto inhibitorio de capsaicina sobre la In3 en los 
miocitos auriculares de rata fueron similares a los descriptos para la 
benzocaína (antiarrítmico de clase I) en miocitos ventriculares de rata (126). La 
capsaicina tiene una estructura molecular semejante a la de benzocaína; posee 
dominios hidrofílicos e hidrofóbicos separados por una amida o un ester (como 
otros anestésicos locales), y presenta efectos similares sobre la lNa: bloquea la 
amplitud de la lNa, aumenta el valor de la constante de tiempo para la 
reactivación de la Inü y no exhibe un bloqueo dependiente del estímulo sobre la 
INa en miocitos auriculares de rata, coincidente con los resultados descriptos 
para benzocaína en miocitos ventriculares de rata (126). En base a estas 
comparaciones, se podría proponer que la capsaicina, debido a sus diferentes 
efectos sobre la lNa, podría poseer propiedades antiarrítmicas, aunque sería 
necesario realizar experimentos más específicos para confirmar esta hipótesis. 
En coincidencia con esto, ya fue descripto que la capsaicina (10-30 pM) posee 
propiedades antiarrítmicas y antisquémicas en corazón aislado y perfundido de 
rata y cobayo, aunque en el modelo experimental que utilizaron no observaron 
ningún cambio en el Vmax o la amplitud del potencial de acción (50).
Nuestros experimentos mecánicos muestran que en aurícula izquierda 
aislada de rata, la capsaicina 1 pM, en condiciones en que no puede liberar 
neutransmisores por la presencia de rojo de rutenio 5 pM, produce un efecto 
inotrópico negativo. Esta depresión en la contractilidad puede estar asociada a 
la inhibición de la In3 y la demostración de que la T T X  1 pM induce un efecto 
inotrópico negativo en la aurícula de rata apoya esta hipótesis. La
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concentración de T T X  que deprimió en aproximadamente un 25%  del +dF/dtmax 
fue similar a la que produce la mitad de la inhibición máxima de la lNa en células 
musculares cardíacas (127). Otro trabajo realizado en músculo papilar aislado 
de cobayo también muestra que T T X  produce un efecto inotrópico negativo 
(128). Otros autores (41) postulan un efecto estabilizante de las membranas 
celulares como mecanismo de acción para el efecto inotrópico negativo de la 
capsaicina 0,33 pM en aurícula de rata. Una explicación similar fue propuesta 
para el efecto inhibitorio de la capsaicina sobre la contractilidad del ventrículo 
izquierdo de perro (47) en cuyos miocitos no se observaron cambios 
ultraestructurales; este resultado permitió descartar que la disminución de la 
contractilidad cardíaca fuera por un efecto tóxico de la capsaicina. Sin 
embargo, nuestros resultados electrofisiológicos proveen una explicación 
alternativa de los efectos mencionados anteriormente, ya que se demostró que 
capsaicina 0.4 pM inhibe la In3 lo que podría explicar la disminución en la 
velocidad de desarrollo del potencial de acción y el efecto intrópico negativo.
C o n c l u s io n e s
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C O N C L U S IO N E S
Los estudios realizados en este trabajo tuvieron como antecedentes la 
descripción de efectos cronotrópico positivo e inotrópico positivo o negativo de 
la capsaicina en diferentes preparaciones cardíacas de diversas especies, su 
mediación por la liberación de neurotransmisores de fibras sensoriales 
aferentes primarias comprobada en algunas especies, la sensibilidad de estas 
fibras para liberar los mismos neurotransmisores cuando son expuestas a pH 
ácido y la posible modificación de corrientes iónicas que participan en la 
generación del potencial de acción como efecto directo de capsaicina.
De acuerdo a los objetivos planteados, el análisis de los resultados 
experimentales del presente trabajo ha permitido concluir que en el tejido 
auricular de rata la capsaicina:
- modifica la contractilidad dependiendo de la dosis y de los cambios en 
frecuencia de contracción. Por debajo de 10-8 M y por encima de 10-6 M la 
capsaicina deprime la actividad contráctil, dependiendo del aumento de la 
frecuencia de contracción a concentraciones bajas (escalera negativa) y sin 
relación con cambios en la frecuencia de contracción a las concentraciones 
altas. Efectos inotrópicos positivos y estimulantes de la relajación se evidencian 
a concentraciones de lO 'M O "8 M con o sin aumentos en la frecuencia de 
contracción, si bien un lusitropismo positivo con mayor estímulo de la relajación 
comparado con el de contracción sólo es evidente cuando la aurícula late 
espontáneamente, a menor frecuencia que las estimuladas eléctricamente.
ejerce estos efectos estimulatorios a través de liberar 
neurotransmisores de las fibras aferentes primarias sensitivas y
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específicamente a través de liberar CGRP. Los efectos crono e in otro pi eos 
positivos se suprimen por el bloqueo con rojo de rutenio de los canales 
catiónicos responsables de la corriente que induce la liberación de los 
neurotransmisores en las terminaciones de las fibras sensitivas sensibles a la 
capsaicina. Los efectos estimulatorios sobre la contracción auricular no se 
producen cuando se hallan bloqueados los receptores para CGRP.
- tiene menores efectos estimulatorios de la contracción, conservando los 
estimulatorios sobre la relajación, cuando el calcio externo está reducido 
a la mitad de su concentración control o, en menor medida, cuando se 
bloquean los canales de Ca2+ operados por voltaje.
- libera neurotransmisores en presencia del bloqueo de canales de K* con 
TEA 1 mM y glibenclamida 1 pM. Ambos bloqueantes no logran modificar el 
efecto cronotrópico positivo inducido por capsaicina lo cual permite sugerir que 
la liberación de los neurotransmisores no se altera y por lo tanto no sería 
dependiente del bloqueo de corrientes hiperpolarizantes llevadas por estos 
canales. Un resultado cuyo mecanismo de producción requerirá estudios 
posteriores fue la ausencia de efectos inotrópicos positivos de la capsaicina 
estando bloqueados los canales de Katp por la presencia de glibenclamida.
- estimula la liberación de neurotransmisores, y específicamente de 
CGRP, que participa en la generación de efectos inotrópicos negativos 
por exposición a pH ácido. La importancia de la regulación de la 
contractilidad por las fibras aferentes sensitivas sensibles a la capsaicina 
durante la acidosis metabòlica fue demostrada por los distintos protocolos 
experimentales que, en su conjunto, demuestran un componente en la
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depresión de la contractilidad inducida por el pH ácido que depende de la 
liberación de C G R P  de estas fibras.
- posee un efecto inotrópico negativo directo, dosis dependiente, no 
mediado por la liberación de neurotransmisores, que se asocia con la 
inhibición de la corriente de Na+ sensible a tetrodotoxina. Bloqueada la 
liberación de neurotransmisores con rojo de rutenio, la capsaicina en forma 
dosis dependiente deprime la contractilidad auricular y la In3 en células 
auriculares aisladas, en forma similar a lo que evoca la exposición a T TX , un 
bloqueante de estas corrientes.
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